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Einleitung 1

I Einleitung

Biologische Bedeutung und Anwendungspotential von Kohlenhydraten

Kohlenhydrate besitzen vielfaltige Funktionen in allen Lebensformen und stellen
daher die haufigsten organischen Verbindungen der Erde dar. Sie dienen als
Energiespeicher, Brennstoffe und Metabolite, Strukturelemente der Zellwand von
Bakterien, Pflanzen und den Aulienskeletten der Arthropoden. Sie sind mit Proteinen
und Lipiden verknupft und bilden die Grundgeriste von DNA und RNA. Bei Zell-Zell-
Erkennungsvorgangen und Infektionszyklen spielen Kohlenhydrate eine ent-
scheidende Rolle (Stryer 2003). Zudem bilden Kohlenhydrate 95% der jahrlich
nachwachsenden Biomasse von rund 200 Milliarden Tonnen und stellen damit ein
groldes, bisher weitgehend ungenutztes Potential als nachwachsende Rohstoffe dar,
weshalb das Bestreben besteht, diese der industriellen Nutzung zu zufuhren
(Lichtenthaler et al 1993). Die Synthese und der Einsatz von Kohlenhydraten
gewinnen aufgrund ihrer vielfaltigen Funktionen und ihres ubiquitdren Vorkommens
zunehmend chemisches, biotechnologisches und medizinisches Interesse. Kohlen-
hydrat-Derivate finden aulerdem Anwendung als Zuckerersatzstoffe, sowie als
Emulgatoren in der Nahrungsmittelindustrie, als glykosidische Tenside, Gefrier-
schutzmittel und als Bestandteile von Pharmazeutika und Antibiotika (Drueckhammer
et al 1991). Dabei liegt der Fokus insbesondere auf den seltenen Zuckern, die z.B.
Komponenten der zu den Antibiotika zahlenden Aminoglykoside sind (Lu et al 2004).
Seltene Zucker werden zur Synthese von Herzglykosiden, Inhibitoren von
Zellproliferation und Virostatika verwendet und spielen eine Rolle als Glykosidase-
inhibitoren (Asano et al 2003). Auch das Antikoagulanz Heparin und der Impfstoff
gegen Haemophilus influenza Typ b basieren auf Kohlenhydraten, viele weitere
Wirkstoffe befinden sich noch in der Testphase (Alper 2001). Seltene Zucker
kommen in der Natur selten vor und sind auch meist nur schwer zu synthetisieren, da
eine selektive chemische Modifikation von Kohlenhydraten durch ihren multifunktio-
nellen und chiralen Charakter nur unter Verwendung von Schutzgruppen und mit
geringen Ausbeuten moglich ist (Roper 1991, Stoppok et al 1992, Whiteside & Wong
1985). Seltene Zucker und ihre Derivate werden daher zunehmend durch eine
Kombination von chemischen und enzymatischen Synthesen dargestellt, wozu

passende Biokatalysatoren bendtigt werden.



2 Einleitung

Pyranose-2-Oxidase, Mitglied der GMC-Oxidoreduktasen

Insbesondere Oxidoreduktasen und darunter die Familie der GMC-Oxidoreduktasen
(Glucose/Methanol/Cholin-Oxidoreduktasen), die Mitglieder aus allen Reichen
umfassen, stellen durch ihre grof3e Diversitat eine fur die industrielle Anwendung
interessante Proteinfamilie dar. Pflanzliche Enzyme wie die Hydroxynitril-Lyasen (EC
4.1.2.10) werden ebenso zu dieser Familie gezahlt wie die bakterielle Cholesterol-
Oxidase (EC 1.1.3.6) oder Pilzenzyme wie die Glucose-Oxidasen (EC 1.1.3.4) oder
die Pyranose-2-Oxidasen (EC 1.1.3.10). All diese Enzyme besitzen trotz starker
Unterschiede in ihrer Aminosauresequenz grofie Ahnlichkeit in Teilen ihrer Struktur
(Cavener 1992, Hallberg et al 2004). Die GMC-Oxidoreduktasen werden unterteilt in
Alkohol-Oxidasen, Cholin-Oxidoreduktasen, Kohlenhydrat-Dehydrogenasen und -
Oxidasen (Zamocky et al 2004). Letztere bestehen aus Flavin oder Kupfer
enthaltenden Enzymen, welche die Oxidation eines primaren oder sekundaren
Alkohols in Sacchariden unter Reduktion von Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid
katalysieren und zumeist in hoheren Pilzen vorkommen (Xu et al 2001). Glucose-1-
Oxidasen beispielsweise oxidieren D-Glucose am C1-Atom zu D-Glucono-d-lacton
unter Bildung von Wasserstoffperoxid und wurden erstmals in Aspergillus niger und
Penicillium glaucum nachgewiesen (Muller 1928). Sie werden zur medizinischen
Diagnostik, industriellen Gluconsaureproduktion und als Antioxidantien in der
Lebensmittelchemie eingesetzt (Berg & Niebergal 1992, Cai et al 2004, Ernst et al
2002, Zhang et al 2004). Auch Pyranose-2-Oxidasen, die von Weilkfaulepilzen
(Basidiomyceten) der Gruppe der Aphyllophorales gebildet werden, werden
basierend auf Sequenzvergleichen (Albrecht & Lengauer 2003) und Strukturdaten
(Bannwarth et al 2004, Hallberg et al 2004) in diese Gruppe eingeordnet. Sie stellen
hier die einzigen homotetrameren Flavoproteine dar und katalysieren die Oxidation
einer grof3en Bandbreite an Aldopyranosen regioselektiv an C-2 und in geringerem
Malle an C-3 unter Wasserstoffperoxidbildung zu den korrespondierenden
Ketozuckern. Dieses Wasserstoffperoxid wird den extrazellularen Peroxidasen des
ligninolytischen Systems zur Verfigung gestellt. Weil3faulepilze sind die einzigen zur
Mineralisierung von Lignin fahigen Organismen und leisten damit einen
entscheidenden Beitrag zum Kohlenstoffkreislauf, indem sie den Abbau von Holz
ermdglichen (Ralph & Catcheside 2002). Durch Einsatz eines Systems aus relativ
wenigen Enzymen und starken, unspezifischen Oxidantien werden die komplexen

Bindungen innerhalb des hochverzweigten aromatischen Makromolekuls Lignin
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destabilisiert und so die Monomere zum Abbau freigegeben (de Koker et al 2004,
Schlegel 1992). Der Redoxzyklus innerhalb des ligninolytischen Systems, der durch
die P20x katalysiert wird, ist in Abbildung 1 dargestellt. In einem sekundaren
Metabolismus bildet die P20x in vielen Basidiomyceten mit D-Glucoson die Vorstufe
des B-Pyronantibiotikums Cortalceron, dessen Rolle bisher weitgehend ungeklart ist
(Artolozaga et al 1997, de Koker et al 2004, Volc et al 1991).

Qﬁ'CH(OH)z

0, HoOo ©  Cortalceron
OH O
% %
» HO
/\ HO
D-Glucose Glucoson
OH P20x P20x
CH30 cmo@
Conyferylalcohol-
Peroxidase radical
Conyferylalcohol Laccase ?
Lignin

Abbildung 1: Beteiligung der P20x an einem postulierten Redoxzyklus zum
Ligninabbau (Giffhorn, 2000).

Herkunft und biochemische Eigenschaften der P20x

Die Enzymklasse der Pyranose-2-Oxidasen wurde erstmals in Polyporus obtusus
beschrieben (Ruelius et al 1968), Eine Klonierung fand bisher aus Coriolus versicolor
(Nishimura et al 1996), Trametes hirsuta (Christensen et al 2000), Tricholoma
matsutake (Takakura & Kuwata 2003), Trametes ochracea (Synonym multicolor)
(Vecerek et al 2004), Phanerochaete chrysosporium (de Koker et al 2004),
Peniophora sp., P. gigantea (Bastian et al 2005), und Trametes pubescens
(Maresova et al 2005) statt. Sequenzen von Pyranose-2-Oxidasen wurden auf3erdem
in Lyophyllum shimeji (Takakura & Kuwata 2003), Arthrobacter chlorophenolicus
(Copeland et al 2008) und Gloeophyllum trabeum (Dietrich & Crooks 2008)
identifiziert.

Die Aminosauresequenzen der P20x werden in zwei Gruppen unterteilt. Die erste
Gruppe, zu der auch die Sequenzen aus Peniophora sp. und P. gigantea gehoéren,
besitzt eine hohe Homologie von 83% bis 99%, wahrend die zweite Gruppe mit

Vertretern wie Phanerochaete chrysosporium und Tricholoma matsutake weit
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geringere Sequenzhomologien von 35% bis 53% untereinander und zur ersten
Gruppe aufweist. Die heterologe Expression der P20x bringt meist ein um elf
Aminosauren verlangertes Polypeptid hervor verglichen mit dem nativen Enzym,
welches bei Aminosaure 38 beginnt. Dieses Phanomen wurde erstmals bei P20x
aus Coriolus versicolor (Nishimura et al 1996) beobachtet. Bei der Expression der
P20x aus Trametes hirsuta in Aspergillus orizae dagegen erhielt man eine P20x mit
dem N-Terminus des nativen Enzyms (Christensen et al 2000). Aufgrund dieser
Beobachtungen wurde das Vorhandensein einer Praprosequenz oder Signalsequenz
postuliert, was durch die flr Signalsequenzen untypische Aminosaurefolge bisher
nicht bestatigt werden konnte (Hallberg et al 2004).

Die cDNA aus P. gigantea besitzt einen OFR von 1866 bp und kodiert damit fur ein
Polypeptid von 622 Aminosauren, welches nicht nachweisbar glykosyliert ist (Bastian
et al 2005). Es handelt sich um ein homotetrameres Flavoprotein mit einer Masse
von 67 kDa pro Untereinheit, woraus sich eine Gesamtmasse von 268 kDa ergibt.
Pro Untereinheit ist ein FAD-Molekul kovalent Uber die 8a-Methylgruppe am N3 des
Histidin 167 gebunden, weshalb homogene Praparate die typischen Absorptions-
maxima bei 456 nm, 345 nm und 275 nm besitzen (Danneel et al 1993, Giffhorn
2000, Hallberg et al 2004). Durch die kovalente Bindung bleibt das Enzym auch in
extrazellularer Umgebung aktiv, in der nicht-kovalent gebundene Kofaktoren zur
Diffusion neigen wurden (Bannwarth et al 2004). Am N-Terminus besitzt das Enzym
eine weitere, nicht-kovalente FAD-Bindestelle, die aus einem stark konservierten
Rossman fold mit dem Wierenga-Bindungsmotiv G-X-G-X-X-G besteht (Giffhorn
2000, Wierenga et al 1983, Zamocky et al 2004). Die Struktur der P20x aus
Peniophora sp. wurde aufgeklart (Bannwarth et al 2004 ), ein Bandermodell der P20x
aus P. gigantea wurde analog in Abbildung 2 dargestellt. Die einzelnen
Untereinheiten bestehen aus einem langlichen Kérper mit hervortretender, Serin- und
Threoninreicher Kopfstruktur und einem an der Oligomerisierung beteiligten Arm
(Hallberg et al 2004). Durch die Zusammenlagerung der Untereinheiten kommt es
zur Bildung einer 15.000 A groBen, zentralen Hohle, deren postulierte Rolle in der
Anreicherung von Substrat oder dem Zurtickhalten unreduzierter, toxischer Chinone
besteht (Hallberg et al 2004). Durch diese Hohle findet der Zutritt der Substrate zum
aktiven Zentrum statt, die Weite der Zugangskanale dazu beschranken das
Substratspektrum auf Uberwiegend monomere Kohlenhydrate (Bannwarth et al
2004).
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Abbildung 2: Das Homotetramer (A) und eine einzelne Untereinheit (B) rekombinanter
P20x aus Peniophora gigantea in Banderdarstellung. Das FAD ist in Stab-Darstellung
gezeichnet. Die graphische Darstellung der Strukturdaten (Bannwarth et al., 2004) erfolgte
mit YASARA Model, Version 8.12.9.

Die Hauptsubstrate der nativen P20x aus P. gigantea sind D-Glucose (Kcat/Km
1230 s'M™), D-Xylose (keat!Km 37,0 s"M™) und L-Sorbose (keai/ Km 68,0 s'M™). Dabei
handelt es sich um apparente Werte, da der K., der P20x fur Sauerstoff bei 0,65 mM
liegt und das Enzym daher in wassrigen Losungen keine Sattigung und damit keine
maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht (Danneel et al 1993, Giffhorn 2000,
Truesdale et al 1955).

Die Substrate der P20x werden anhand ihrer chemischen Eigenschaften in drei
Gruppen unterteilt (Freimund et al 1998). Die bevorzugte, grofite Gruppe wird an C-2
regioselektiv zu den korrespondierenden 2-Ketozuckern, den Osonen, oxidiert (vgl.
Abbildung 3). Dazu gehoéren die Hauptsubstrate D-Glucose, D-Xylose und L-Sorbose,
sowie weitere Monosaccharide und wenige Disaccharide. Letztere werden an ihrer a-
oder B-(1-4)-Verknupfung zu Monosacchariden hydrolysiert und diese an C-2 zum

Oson oxidiert, ein Beispiel dazu stellen Maltose, Cellobiose und Lactose dar.

CH,OH CH,OH
HO — POx _ HO” ot O
HO o OH o, o
D-Glucose Glucoson

Abbildung 3: Regioselektive Oxidation von D-Glucose zu 2-Keto-D-glucose (Glucoson)
durch die P20x.
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Bei (1-6)-verknlpften Disacchariden wie der Gentiobiose findet keine Hydrolyse,
sondern lediglich die C-2-Oxidation der reduzierten Zuckereinheit statt, a-(1-6)-
verknupfte Disaccharide stellen dabei sehr schlechte Substrate dar (Giffhorn 2000).
Am effektivsten werden Substrate umgesetzt, die wie die D-Glucose einen
sechsgliedrigen Pyranosering mit aquatorialer C2-Hydroxylgruppe und einem
Ringsauerstoff besitzen (Giffhorn 2000). Eine zweite Substratgruppe umfasst
monomere Kohlenhydrate, die an C-3 oxidiert werden, da die C-2-Position zur
Oxidation nicht zur Verfugung steht. Dies ist unter anderem bei 2-Desoxy-D-glucose
und verschiedenen Methylpyranosiden der Fall. Die dabei entstehenden 2,3-Diketo-
Derivate wurden erstmals bei Inkubation mit 1,5-Anhydro-D-glucitol beobachtet
(Freimund et al 1998). Die Reaktion ist am Beispiel der 2-Desoxy-D-glucose in
Abbildung 4 dargestellt.

OH OH
0, P20x Q
HO HO
HO OH oH

0

o, H,0, 75%
2d-0-Glucose 2d-3-Keto-D-glucose
0 o]
0, CH H
-CO,; CH OH
CH
65% e
1d-D-Ribulose 1d-D-Xylulose

Abbildung 4: Oxidation von 2-Desoxy-D-glucose und anschlieBende Decarboxylierung
zu Methylpentulosen (Freimund et al., 1998).

Je nach Gehalt an Wasserstoffperoxid im Reaktionsgemisch kommt es zur
Weiterreaktion des Produktes zu einer (B-Ketosaure, welche spontan zu Methyl-
pentulosen decarboxyliert. Dabei entsteht ein Gemisch aus 1-Desoxy-D-ribulose und
1-Desoxy-D-xylulose (15:1) (Freimund et al 1998). Die dritte Gruppe potentieller
Substrate der P20x aus P. gigantea besteht aus den B-Glycosiden hoherer Alkohole
wie Hexyl-B-D-glucosid und 2-Nitrophenyl-B-D-glucosid. Diese werden nicht oxidiert,
sondern durch die intrinsische Glykosyltransferase-Aktivitat der P20x durch Trans-
glykosylierung zu Disacchariden umgesetzt (Freimund et al 1998, Giffhorn 2000).

Die minimalen Anforderungen zur Enzym-Substratinteraktion wurden bereits 1998
anhand kinetischer und strukturspezifischer Daten aus den ersten beiden Substrat-

gruppen erstellt (Freimund et al 1998) und spater durch Kristallisation bestatigt



Einleitung 7

(Hallberg et al 2004). Eine Co-Kristallisation der P20x aus T. multicolor mit 2-Fluoro-
2-desoxy-D-glucose bestatigte die Hypothese, dass eine Rotation des C3-Substrates
um eine Achse zwischen C5/05 und C2/C3 stattfinden muss, um &ahnliche Inter-
aktionen mit dem Protein eingehen zu kdénnen wie bei der Oxidation an C2.
Bevorzugt findet diese Interaktion zwischen dem endozyklischen Sauerstoff der
Pyranose und der aquatorialen Hydroxylgruppe an C2 statt. Die OH-Gruppen an C1
und C6 dienen dabei der Stabilisierung der Position. Die Bevorzugung der C2-
Oxidation hat dabei ihre Ursache nicht in der Orientierung zum FAD, sondern in
sterischen Interaktionen mit Seitenketten des dynamischen Substratloops, welcher

im geschlossenen Zustand die C3-Orientierung behindert (Kujawa et al 2006).

Anwendungspotential der P20x

Derivatisierungen von Zuckern und Zuckerbausteinen verlangen Umsetzungen mit
hoher Enantio- und Regioselektivitat. Hier bieten enzymatische Katalysatoren einen
entscheidenden Vorteil gegentber chemischen, da sie als erneuerbare Rohstoffe
nicht nur eine umweltfreundlichere und biologisch abbaubare Alternative darstellen,
sondern die Durchfihrung industrieller Prozesse unter milderen Konditionen
ermdglichen. Sie besitzen sowohl hohe Spezifitdt wie auch Enantioselektivitat und
ermdglichen somit eine Produktreinheit, die insbesondere fir die Herstellung von
Medikamenten zur Effektivitat und zur Vermeidung von Nebenwirkungen
entscheidend ist (Cherry & Fidantsef 2003, Reetz & Jaeger 2000). Pyranose-2-
Oxidasen stellen interessante Biokatalysatoren dar, fir die es zahlreiche
Anwendungen in der synthetischen Kohlenhydratchemie gibt (Freimund et al 1998,
Giffhorn 2000, Volc et al 1999). Die Produkte der P20x, wie das D-Xyloson, stellen
ein Ausgangsmaterial zur Entwicklung von Antitumoragenzien dar (Ahmed et al
1999, Kuhn et al 2005). D-Glucoson dient als Ausgangssubstanz fur viele
chemoenzymatische Synthesen (Giffhorn 2000), wie die katalytische Hydrierung von
Glucoson zu D-Fructose im sogenannten ,Cetus-Prozess® (Freimund et al 1998,
Geigert et al 1983). Durch Oxidation kann Glucoson zu 2,3-Diketo-D-glucose
umgesetzt (Giffhorn 2000) oder im Basischen zu D-Mannolacton umgelagert werden
(Lindberg & Theander 1968). Durch zwei Dehydratisierungen entsteht aus Glucoson
das von Weilfaulepilzen auch in der Natur gebildete [-Pyron-Antibiotikum
Cortalceron (de Koker et al 2004, Volc et al 1991). Das beim Umsatz von D-

Galactose von der P20x gebildete D-Galactoson kann durch katalytische Hydrierung
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zu dem kalorienarmen SufRstoff D-Tagatose umgesetzt werden (Kim 2004). Aus von
der P20x gebildeten Produkten konnen durch chemische und/oder enzymatische
Synthesen seltene Zucker dargestellt werden (Freimund et al 1998, Giffhorn 2000,
Volc et al 1999). Ein Beispiel flir eine solche gekoppelte Redoxreaktion ist die
stereoselektive Reduktion des von der P20x aus D-Xylose hergestellten D-Xylosons
durch die Anhydrofructose-Reductase (AFR) zu D-Lyxose, einem interessanten
Ausgangsmaterial zur Entwicklung von Antitumoragenzien (Ahmed et al 1999,
Giffhorn & Kihn 2004). Daneben stellen desoxygenierte Zucker wie die 2-Desoxy-D-
glucose interessante Substrate dar. Dieser in der bildlichen Darstellung von Tumoren
als Tracer verwendete (Schaider et al 1996, Vansteenkiste & Stroobants 2001) und
das Wachstum von Krebszellen hemmende Zucker (Cay et al 1992, Lecklin et al
1994) wirkt nicht nur selbst als Virostatikum (Maehama et al 1998), sondern wird von
der P20x in medizinisch interessante Produkte umgesetzt (vgl. Abbildung 4). Das
durch C3-Oxidation entstehende und chemisch schwer zu synthetisierende 3-Keto-
Derivat, welches in Anwesenheit eines starken Oxidans wie Wasserstoffperoxid
weiter zu der zu spontaner Decarboxylierung neigenden 2-Desoxy-3-keto-
gluconsaure oxidiert, fuhrt schlieRlich zu den isomeren Methylpentulosen 1-Desoxy-
D-ribulose und 1-Desoxy-D-xylulose (Freimund et al 1998). Daraus kdnnen effektive
Glycosidasehemmer in Form von 1-Desoxy-azazuckern mit antiviraler und anti-
diabetischer Wirkung hergestellt werden (Kato et al 2005). 1-Desoxy-D-xylulose ist
aullerdem ein Intermediat des mevalonsaure-unabhangigen Biosynthesewegs von
Isoprenoiden in Pflanzen und mehreren Mikroorganismen wie dem Malariaerreger
Plasmodium falciparum (Lange & Croteau 1999, Rohmer 1999). Daher stellt die
enzymatische Darstellung von Methylpentulosen eine Moglichkeit dar, in diesen
Syntheseweg pathogener Mikroorganismen einzugreifen (Jomaa et al 1999). Ein
weiterer Ansatzpunkt ist die erhdhte Glucoseaufnahme infizierter Zellen, wobei
ebenfalls 1-Desoxy-azazucker zum Einsatz kommen (Ohmori et al 2004).

Um das vielseitige Synthesepotential der P20x in der Kohlenhydratchemie zum
Einsatz zu bringen und das Spektrum um bislang schlecht verwertete Substrate zu
erweitern, bedarf es der Optimierung des Enzyms und der Anpassung an grof3-

technische Belange.
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Proteinengineering

Im Laufe der Evolution wurden Enzyme an ihre Aufgaben in vivo perfekt angepasst,
was haufig aus Grunden der zelleigenen Regulation eine eingeschrankte Stabilitat
und Aktivitat bedeutet. Insbesondere der Mechanismus der Sauerstoffinaktivierung
durch Oxidation (Wang et al 2001) und die Anpassung an mesophile Temperaturen
stellen dabei fur Industrieprozesse ungunstige Eigenschaften dar. Aktivitat in
organischen Losemitteln oder in extremen pH-Bereichen tritt aufgrund des fehlenden
Selektionsdrucks in der Natur selten auf (Sheldon 1999). Daher werden Enzyme zur
Anpassung an den jeweiligen Prozess und zur Steigerung der Effektivitdt durch
verschiedene Mechanismen optimiert, wobei man zwischen 2zwei Ansatz-
maoglichkeiten unterscheidet. Das zufallsgerichtete Proteindesign, welches die
Mechanismen der naturlichen Evolution nachahmt, kommt ohne Strukturdaten aus
und verlangt lediglich nach einem effektiven Selektions- oder Screeningsystem
(Arnold et al 2001, Chica et al 2005, Shao & Arnold 1996). Hier werden mit Hilfe von
Methoden wie DNA-shuffling (Stemmer 1994), staggered extension (StEP) (Zhao et
al 1998) oder error prone-PCR (Leung et al 1989) zufallige Mutationen eingefuhrt
oder zwischen verwandten Genen neu verteilt. Dazu wird bei der error prone-PCR
die naturliche Fehlerrate der Tag-Polymerase ausgenutzt und durch Veranderung
des PCR-Ansatzes moduliert (Jaeger & Reetz 2000), wobei eine Beschrankung auf
gewisse Aminosaureaustausche besteht (bias) (Wong et al 2006a) und immer das
komplette Gen der Mutagenese ausgesetzt ist. Mit dieser Methode wurde bei der
P20x aus Peniophora gigantea ein Aminosauraustausch an Position K312 nach
Glutamat gefunden, der die katalytische Effizienz des Enzyms stark verbesserte
(Bastian et al 2005). Durch DNA-shuffling der kompletten Gensequenz der P20x aus
Trametes pubescens und T. ochracea wurden Untersuchungen zur Hydrophobizitat
des Enzyms vorgenommen (Maresova et al 2007).

Bei Vorhandensein von Strukturdaten und Struktur/Funktions-Beziehungen des
Zielproteins ist ein rationales Proteindesign moglich (Chica et al 2005), bei dem mit
Methoden der Bioinformatik und der ortsgerichteten Mutagenese gezielt einzelne
Aminosauren oder Bereiche ausgetauscht werden. So wurde unter anderem
versucht, die Substratpraferenz der P20x aus T. multicolor durch Austausch des
Threonin 169 im aktiven Zentrum nach D-Galactose zu verschieben (Spadiut et al
2008). Durch rationales Design eines Substratloops ahnlich dem der P20x wurde die

Substratspezifitat der D-Aminosaure-Oxidase variiert (Setoyama et al 2006). In den
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letzten Jahren hat sich dagegen ein Ansatz aus rationalem und zufallsgerichtetem
Design etabliert, bei dem zufallig generierte Mutationen per DNA-shuffling und/oder
gezielten Aminosaureaustausch kombiniert werden (Cherry & Fidantsef 2003, Chica
et al 2005, Scopes et al 1998). Auf diese Weise wurde in P20x aus C. versicolor ein
zufalliger, die Thermostabilitat steigernder Aminosaureaustausch an Position E542
durch Lysin durch error prone-PCR generiert (Masuda-Nishimura et al 1999) und
dieser Effekt durch ortsgerichtete Mutagenese an identischer Position in P20x aus P.
gigantea wiederholt (Bastian et al 2005). Eine solche Kombination von rationalem
und zufallsgerichtetem Proteindesign, die als halb-rationeller Ansatz bezeichnet wird,
stellen auch die Sattigungsmutagenese (Spadiut et al 2009b) oder das CASTing
(Combinatorial active-site saturation test) dar, bei denen ein zufalliger Austausch

einer ausgewahlten Aminosaure stattfindet (Bartsch et al 2008, Reetz et al 2005).

Ziele dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die thermostabile, mit einem His-Tag versehene
Variante P20xB2H aus Peniophora gigantea mittels Zufallsmutagenese und
rationalem Design in ihrer katalytischen Effizienz gegeniber vom Wildtyp schlecht
verwerteten Substraten verbessert und ihre Stabilitdt den Anspriichen der Prozess-
technik angepasst werden. Durch Einsatz verschiedener Anzuchtbedingungen und
Expressionssysteme sollten auf’erdem Enzymausbeute und -Faltung unter

Reduktion unldslicher Enzymaggregate optimiert werden.
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| Material und Methoden

1 Organismen, Vektoren, Plasmide und Primer

1.1 Organismen

Tabelle 1: Verwendete Stamme (d.A. = diese Arbeit).

Stamm

Genotyp/ Phanotyp

Bezugsquelle

F ompT hsdSg(rs'mg’) gal

E. coli BL21(DE3) Novagen
dcm (DE3)
F ompT hsdSg(rsmg)
E. coli BL21Gold(DE3) dem’” Tet' gal (DE3) endA | Stratagene
Hte
B F omp T hsdSg(rg'mg)
E. coli BL21Gold(DE3)pLysS dem’” Tet" gal A(DE3) Stratagene
endA Hte [pLysS Cam']
mit 7,2 kb Plasmid S. Dorscheid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xBH]
pP20xBH (Diplomarbeit)
mit 7,2 kb Plasmid S. Dorscheid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB1H] . ]
pP20xB1H (Diplomarbeit)
mit 7,2 kb Plasmid S. Dorscheid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2H] _ )
pP20xB2H (Diplomarbeit)
mit 7,2 kb Plasmid S. Dorscheid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB3H] _ )
pP20xB3H (Diplomarbeit)
mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pLysS[pP20xB1H] d. A.
pP20xB1H
mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pLysS[pP20xB2H] d. A.
pP20xB2H
Mit 11,1 kb Plasmid pG-
BL21Gold(DE3)pG-KJE8 d. A.
KJE8
BL21Gold(DE3)pGro7 Mit 5,4 kb Plasmid pGro7 | d. A.
Mit 8,3 kb Plasmid pG-
BL21Gold(DE3)pG-Tf2 d. A.
Tf2
BL21Gold(DE3)pKJE Mit 7,2 kb Plasmid pKJE | d. A.
BL21Gold(DE3)pTf16 Mit 5 kb Plasmid pTf16 d. A.
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Mit 11,1 kb Plasmid pG-
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2H]pG-KJES KJE8 und 7,2 kb Plasmid | d. A.
pP20xB2H

Mit 5,4 kb Plasmid pGro7
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2H]pGro7 und 7,2 kb Plasmid d. A
pP20xB2H

Mit 8,3 kb Plasmid pG-
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2H]pG-Tf2 Tf2 und 7,2 kb Plasmid d. A.
pP20xB2H

Mit 7,2 kb Plasmid pKJE
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2H]pKJE und 7,2 kb Plasmid d. A.
pP20xB2H

Mit 5 kb Plasmid pTf16
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2H]pTf16 und 7,2 kb Plasmid d. A.
pP20xB2H

Mit 5 kb Plasmid pTf16
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2H1]pTf16 und 7,2 kb Plasmid d. A.
pP20xB2H1

mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HA590P] d. A.
pP20xB2HA590P

mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HS456N] d. A.
pP20xB2HS456N

mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HS456H] d. A.
pP20xB2HS456H

mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HS456G] d. A.
pP20xB2HS456G

mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HS456C] d. A
pP20xB2HS456C

mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB3HS456N] d. A.
pP20xB3HS456N

mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB3HS456H] d. A.
pP20xB3HS456H

mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB3HS456G] d. A.
pP20xB3HS456G

mit 7,2 kb Plasmid
BL21Gold(DE3)pET[pP20xB3HS456C] d. A.
pP20xB3HS456C




Material und Methoden

13

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HA590PS456N]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HA590PS456N

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HA590PS456H]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HA590PS456H

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HA590PS456G]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HA590PS456G

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HAS90PS456C]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HA590PS456C

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HMut1]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HMut1

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HMut2]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HMut2

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2H1]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2H1

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HT169A]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HT169A

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HT169G]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HT169G

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HT169S]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HT169S

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HM164Q]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HM164Q

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HHydro1]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HHydro1

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HHydro2]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HHydro2

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HHydro3]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HHydro3

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HHydro4]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HHydro4

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HHydro5]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HHydro5

BL21Gold(DE3)pET[pP20xB2HHydro6]

mit 7,2 kb Plasmid
pP20xB2HHydro6
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1.2 Vektoren und Plasmide

Tabelle 2: Eingesetzte Vektoren und Plasmide (d.A. = diese Arbeit).

Exprimiertes

Vektor/ Plasmid | kb | Eigenschaften Quelle
Enzym
Expressionsvektor fiir E. col,
pET24a(+) 5,31 " - Novagene
Kan
S. Dorscheid
pP20xB1H 7,2 | pET24a(+) mit P20xB1H P20xB1H
(Diplom)
_ S. Dorscheid
pP20xB2H 7,2 | pET24a(+) mit P20xB2H P20xB2H .
(Diplom)
_ S. Dorscheid
pP20xB3H 7,2 | pET24a(+) mit P20xB3H P20xB3H .
(Diplom)
DnaK/DnaJ/
araB, araC, Cm~, pACYC ori, Takara Bio
pG-KJES8 11,1 GrpE,
Pzt-1, rrBT1T2, Tet® Inc.
GroES/GroEL
R ] Takara Bio
pGro7 5,4 | araB, araC, Cm"~, pACYC ori GroES/GroEL |
nc.
R ] DnaK/DnaJ/ Takara Bio
pKJE7 7,2 | araB, araC, Cm~, pACYC ori
GrpE Inc.
" _ GroES/GroEL, Takara Bio
pG-Tf2 8,3 | Pzt-1, Tet®, cm", pACYC ori .
Trigger Factor Inc.
A ) _ Takara Bio
pTf16 5,0 | araB, araC, Cm™, pACYC ori Trigger Factor I
nc.
pET24a(+) mit
pP20xB2HA590P | 7,2 P20xB2HA590P | d. A.
P20xB2HA590P
pET24a(+) mit
pP20xB2HS456N | 7,2 P20xB2HS456N | d. A.
P20xB2HS456N
pET24a(+) mit
pP20xB2HS456H | 7,2 P20xB2HS456H | d. A.
P20xB2HS456H
pP20xB2H pET24a(+) mit
7,2 P20xB2HS456G | d. A.
S456G P20xB2HS456G
pET24a(+) mit
pP20xB2HS456C | 7,2 P20xB2HS456C | d. A.
P20xB2HS456C
pET24a(+) mit
pP20xB3HS456N | 7,2 P20xB3HS456N | d. A.

P20xB3HS456N
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pET24a(+) mit

pP20xB3HS456H | 7,2 P20xB3HS456H | d. A.
P20xB3HS456H

pP20xB3H pET24a(+) mit

S456G 7,2 P2 OXBIHSA5EG P20xB3HS456G | d. A.

pP20xB3HS456C | 7,2 PET24a(*) mit P20xB3HS456C | d. A.
P20xB3HS456C

pP20xB2HA590P 72 pET24a(+) mit P20xB2HA590P 4 A

S456N P20xB2HA590PS456N S456N

pP20xB2HA590P 72 pET24a(+) mit P20xB2HA590P QA

S456H P20xB2HA590PS456H S456H

pP20xB2HA590P 72 pET24a(+) mit P20xB2HA590P QA

S456G P20xB2HA590PS456G S456G

pP20xB2HA590P 72 pET24a(+) mit P20xB2HA590P QA

S456C P20xB2HA590PS456C S456C

pP20xB2HMut1 7,2 | pET24a(+) mit P20xB2HMut1 P20xB2HMut1 d. A

pP20xB2HMut2 | 7,2 | pET24a(+) mit P20xB2HMut2 | P20xB2HMut2 | d. A.

pP20xB2H1 7,2 | pET24a(+) mit P20xB2H1 P20xB2H1 d. A.

pP20xB2HT169A | 7,2 | pET24a(+) mit P20xB2HT169A | P20xB2HT169A | d. A.
pET24a(+) mit

pP20xB2HT169G | 7,2 P2OXBIHT169G P20xB2HT169G | d. A.

pP20xB2HT169S | 7,2 | pET24a(+) mit P20xB2HT169S | P20xB2HT169S | d. A.

pP20xB2H 72 pET24a(+) mit P20xB2H- 4 A

M164Q P20xB2HM164Q M164Q

pP20xB2H 72 pET24a(+) mit P20xB2H- 4 A

Hydro1 P20xB2HHydro1 Hydro1

pP20xB2H 72 pET24a(+) mit P20xB2H- 4 A

Hydro2 P20xB2HHydro2 Hydro2

pP20xB2H 72 pET24a(+) mit P20xB2H- 4 A

Hydro3 P20xB2HHydro3 Hydro3

pP20xB2H 72 pET24a(+) mit P20xB2H- QA

Hydro4 P20xB2HHydro4 Hydro4

pP20xB2H 72 pET24a(+) mit P20xB2H- 4 A

Hydro5 P20xB2HHydro5 Hydro5

pP20xB2H 72 pET24a(+) mit P20xB2H- 4 A

Hydro6 P20xB2HHydro6 Hydro6




16

Material und Methoden

1.3 Primer

Tabelle 3: Eingesetzte Primer (Sigma Aldrich).

Bezeichnung bp | Nucleotidsequenz (5’ 2> 3’) Tm°C

ExkP20x_for 43 | AACAACCACCCCGCGCACATATGTCGGCCAGCTCG | 86
AGTGACCC

P20x_Ndel_for** 43 | TTTAAGAAGGAGATATACATATGTCGGCCAGCTCGA | 74
GTGACCC

ExkP20xHis_rev 45 | GAATTCGGATCCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGT | 83
TGTGGTGCTT

P20x_HisBamHI_rev | 46 | GAATCATGGATCCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGG | 83

** TTGTGGTGCTT

pET_gene_rev*t 27 | CCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGC 68

P20x600for* 30 | GAGTGGGACAGGCTCTACAAGAAGGCCGAG 69

P20x745for* 17 | AGGAGTACAAGGGCGTG 49

P20x1500rev* 29 | CCGTGATCTTGTCCGAGAACCATAGCTTGT 67
GCACACTCAGATCCACCGCNNTGCCTTCNNTTACG

CastD453S456_for 50 89
GCGCCGTGCAGCAGA
TCTGCTGCACGGCGCCGTAANNGAAGGCANNGCG

CastD4535456 rev 50 89
GTGGATCTGAGTGTGC
CAGTTCATGGAGCCCGGTCTTNNTCTGNNTCTTGG

CastV544H546 for 51 87
TGGGACGCACCGCATG
CATGCGGTGCGTCCCACCAAGANNCAGANNAAGAC

CastV544H546 rev 51 87

- CGGGCTCCATGAACTG

CastA590N591_for 31 | CCGCGTACGCCNNTNNTCCGACGCTCACCGC 84

CastA590N591_rev 31 | GCGGTGAGCGTCGGANNANNGGCGTACGCGG 84
TCGCACCCGTGGCACACTNNTATCNNTCGCGACGC

CastQ449H451for 45 88
CTTCAGCTAC
GTAGCTGAAGGCGTCGCGANNGATANNAGTGTGCC

CastQ449H451rev 45 88
ACGGGTGCGA
GGCGGCATGTCTACGCACTGGNNTNNTGCGACGC

CastT169C170_for 48 89
CGCGCTTCGAGAAG
CTTCTCGAAGCGCGGCGTCGCANNANNCCAGTGC

CastT169C170_rev 48 89
GTAGACATGCCGCC

P20xA590Pfor 31 | CCGCGTACGCCCCGAACCCGACGCTCACCGC 84
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P20OxN71Y_for 29 | TTGAGGCCGGCTTCTACGTCGCCATGTTC 81
P20OxN71Y _rev 29 | GAACATGGCGACGTAGAAGCCGGCCTCAA 81
P20xT169A _for 25 | TCTACGCACTGGGCGTGCGCGACGC 75
P20xT169A_rev 25 | GCGTCGCGCACGCCCAGTGCGTAGA 75
P20xT169G_for 28 | GTCTACGCACTGGGGGTGCGCGACGCCG 79
P20xT169G_rev 28 | CGGCGTCGCGCACCCCCAGTGCGTAGAC 79
P20xT169S_for 25 | TCTACGCACTGGTCGTGCGCGACGC 72
P20xT169S_rev 25 | GCGTCGCGCACGACCAGTGCGTAGA 72
P20xMut_T378K _ 46 TCAACAGCGTCAAGTCCGATATGACCATTGTCGGC 86
A379S_G385G_for AAGCCGGGCGA
P20xMut_T378K _ 46 TCGCCCGGCTTGCCGACAATGGTCATATCGGACTT 86
A379S_G385G_rev GACGCTGTTGA
P20xMut_T395S 40 GACTATAGCGTCAGCTACACCCCCGGCAGCCCGAA 80
S398P_for CAACA
P20xMut_T395S 40 TGTTGTTCGGGCTGCCGGGGGTGTAGCTGACGCTA 80
S398P_rev_neu TAGTC
P20xHydro1_for 34 | CGAGCTCGTTGAGTCCGGCTACAACGTCGCCATG 78
P20xHydro1_rev 34 | CATGGCGACGTTGTAGCCGGACTCAACGAGCTCG |78
P20xHydro2_for 34 | GAGCTCGGCGCACACCTCGTTCGATCTCGAGAAC 77
P20xHydro2_rev 34 | GTTCTCGAGATCGAACGAGGTGTGCGCCGAGCTC |77
GCCGAAGCAGCGCTTCAATACCTACCCCTCCGTCG
P20xHydro3_for 39 82
CGTG
CACGCGACGGAGGGGTAGGTATTGAAGCGCTGCTT
P20xHydro3_rev 39 82
CGGC
GCGCAATGACGCGAACTCGGAGACCACCGGCCTG
P20xHydro4 for 40 85
GATGTC
GACATCCAGGCCGGTGGTCTCCGAGTTCGCGTCAT
P20xHydro4 _rev 40 85
TGCGC
GACCCCGCCAAGCCGACGCCGTCTACGACGCCGT
P20xHydro5_for 44 89
ACCTGGGGAC
GTCCCCAGGTACGGCGTCGTAGACGGCGTCGGCT
P20xHydro5_rev 44 89
TGGCGGGGTC
CCGACTCACGCGTCTTCGGCTACAAGAACACCTAC
P20xHydro6_for 48 88
ACCGGCGGCTGCG
CGCAGCCGCCGGTGTAGGTGTTCTTGTAGCCGAAG
P20xHydro6_rev 48 88

ACGCGTGAGTCGG
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P20xM164Q_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCCAGTCTACGCACTGGAC 79
P20xM164Q_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGACTGGCCGCCGACGACGC 79
P20xM164F _for 31 | GCGTCGTCGGCGGCTTTTCTACGCACTGGAC 76
P20xM164F _rev 31 | GTCCAGTGCGTAGAAAAGCCGCCGACGACGC 76
P20xM164L_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCCTGTCTACGCACTGGAC 79
P20xM164L_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGACAGGCCGCCGACGACGC 79
P20xM1641_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCATTTCTACGCACTGGAC 7
P20xM164I_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGAAATGCCGCCGACGACGC 77
P20xM164V_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCGTGTCTACGCACTGGAC 80
P20xM164V_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGACACGCCGCCGACGACGC 80
P20xM164S_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCTCTTCTACGCACTGGAC 77
P20xM164S_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGAAGAGCCGCCGACGACGC 77
P20xM164P_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCCCGTCTACGCACTGGAC 81
P20xM164P_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGACGGGCCGCCGACGACGC 81
P20xM164T_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCACCTCTACGCACTGGAC 79
P20xM164T_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGAGGTGCCGCCGACGACGC 79
P20xM164A_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCGCGTCTACGCACTGGAC 82
P20xM164A _rev 31 | GTCCAGTGCGTAGACGCGCCGCCGACGACGC 82
P20xM164Y_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCTATTCTACGCACTGGAC 75
P20xM164Y_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGAATAGCCGCCGACGACGC 75
P20xM164H_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCCATTCTACGCACTGGAC 78
P20xM164H_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGAATGGCCGCCGACGACGC 78
P20xM164N_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCAACTCTACGCACTGGAC 78
P20xM164N_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGAGTTGCCGCCGACGACGC 78
P20xM164K_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCAAATCTACGCACTGGAC 77
P20xM164K_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGATTTGCCGCCGACGACGC 77
P20xM164D_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCGATTCTACGCACTGGAC 79
P20xM164D_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGAATCGCCGCCGACGACGC 79
P20xM164E_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCGAATCTACGCACTGGAC 79
P20xM164E_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGATTCGCCGCCGACGACGC 79
P20xM164C_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCTGCTCTACGCACTGGAC 79
P20xM164C_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGAGCAGCCGCCGACGACGC 79
P20xM164W_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCTGGTCTACGCACTGGAC 79
P20xM164W_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGACCAGCCGCCGACGACGC 79
P20xM164R_for 31 | GCGTCGTCGGCGGCCGTTCTACGCACTGGAC 80
P20xM164R_rev 31 | GTCCAGTGCGTAGAACGGCCGCCGACGACGC 80
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P20xM164G_for 31

GCGTCGTCGGCGGCGGCTCTACGCACTGGAC

81

P20xM164G_rev 31

GTCCAGTGCGTAGAGCCGCCGCCGACGACGC

81

Tm = melting temperature = Schmelztemperatur; *zur Sequenzierung eingesetzt

t = zur Colony-PCR eingesetzt

2 GroRenstandards, Enzyme, Kits, und Chemikalien

2.1 GroRenstandards

Tabelle 4: Verwendete GroRenstandards.

Bezeichnung

Bezugsquelle

GeneRuler 1kb-DNA-Leiter
Dual Color Protein-Marker 10-250 kDa
Protein-Marker Servalyt Precotes 3-10

zur Isoelektrischen Fokussierung

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
BioRad, Munchen

Serva, Heidelberg

2.2 Enzyme

Tabelle 5: In den Experimenten eingesetzte Enzyme.

Enzym

Bezugsquelle

DNAse |

KOD-Polymerase (T. kodakaraensis)
Taqg-Polymerase (T. aquaticus)
PfuTurbo®-Polymerase (P. furiosus)
Proofstart-Polymerase (Pyrococcus sp.)
T4-DNA-Ligase

Restriktionsenzyme

Peroxidase

Katalase

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Axon, Kaiserslautern

Stratagene, Amsterdam

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim; AppliChem, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot

Roche/ Sigma, Mannheim

Sigma-Aldrich, Minchen
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2.3 Kits

Tabelle 6: In den Experimenten eingesetzte Kits.

Kit Bezugsquelle
QuikChange-Mutagenese-Kit Stratagene, Amsterdam
KOD HotStart DNA Polymerase Kit Novagen/ Merck, Darmstadt
Chaperon Plasmid Set TaKaRa, Shiga/ Japan
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il Peqglab, Erlangen

peqGOLD MicroSpin Gel Extraction Kit Peqlab, Erlangen
Quantum Prep Freeze'n’'Squeeze DNA _ .
BioRad, Munchen
Gel Extraction Spin Columns
CycleReader™ Auto DNA Sequencing Kit | Fermentas, St. Leon-Rot

illustra TempliPhi® DNA Amplification Kit | GE Healthcare, Solingen

3 Nahrmedien

Alle Medien wurden bei 121°C fur 20 min autoklaviert. Zur Herstellung von
Festmedien wurde den Medien 1,6% Agar (w/v) zugefugt. Nicht autoklavierbare
Zusatze, wie z. B. Antibiotika, wurden sterilfiltriert (0,2 ym PorengroRe, Minisart,
Sartorius) und den Medien nach dem Autoklavieren zugefugt. Sofern nicht anders

angegeben beziehen sich alle Angaben auf 1 | deionisiertes Wasser.

3.1  Nahrmedien fiir E. coli

LB-Medium (pH 7,0) Pepton/Tryptonmedium (pH 7,0)
Pepton aus Casein 10g Glucose 25¢g
Hefeextrakt 5¢ Trypton/ Pepton 179
NaCl 1049 Soja-Pepton 39
Glucose 19 NaCl 5¢

KzHPO4 2,5 g
Basismedium fir Hochzelldichtefermentation SOC-Medium (pH 7,0)
(modifiziert nach Riesenberg et al., 1991)

Trypton 2,0%
KH,PO, 13,59 Hefeextrakt 0,5 %
(NH4),HPO, 409 NaCl 10 mM
MgSO4 - 7 H,0O 149 * KCI 2,5mM
Citrat 1,79 MgCl, 10 mM
Spurenelementelésung 10,0 ml * MgSO, 10 mM

Glucose-Monohydrat 200g * Glucose 20 mM
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Overnight Express-Medium (ZYP) (nach Studier et al. 2005)

Trypton 15,0 ¢
Hefeextrakt 5049
NazHPO4 7,1 g
KH2PO4 6,8 g
(NH4)2S04 3,39
MgSO, 0,18 g
Spurenelementelésung 02ml *
Glycerol 5,0 ml
Glucose 0,59
Lactose 2049 *separat autoklaviert und anschlielend zugegeben
4 Puffer und Losungen

Antibiotika und Losungen als Zusatz zu Medien

Antibiotika und Losungen wie IPTG und X-Gal wurden sterilfiltriert und den
autoklavierten Medien nach dem Abkuhlen steril zugesetzt bzw. auf die gegossenen

Agarplatten ausplattiert und dort eintrocknen gelassen.

Tabelle 7: Den Medien zugesetzte Antibiotika und andere Chemikalien.

Substanz Stammldsung Lésungsmittel  Endkonzentration Bezugsquelle
L-Arabinose 100 mg/ml H>Ogqeion. 0,5 mg/mi Fluka
Kanamycinsulfat |50 mg/mi H>Ogqeion. 50 ug/ml Serva
Tetracyclin 5 pg/ml Ethanol 5 ng/ml Roth
Chloramphenicol | 30 mg/ml Ethanol 50 ug/ml Boehringer
IPTG 100 mM H2Oqeion. 0,1 bzw. 1 mM Roth

Losungen zur molekularbiologischen Anwendung wurden wenn nicht anders

angegeben nach Sambrook und Mitarbeitern angesetzt (Sambrook et al 1989):

Zellaufschluss E. coli

Ultraschall 100 mM KH;PO4
(pH 7,0)
0,5 mg DNase |
Mikrotiterplatte 100 mM KH,PO4
0,5 mg DNase |

0,06 % Triton-X 100
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Plasmidisolierung (Birnboim, 1983)

Destabilisierungspuffer L1 pH 8,0:

RNase A 200,0 pg/mi
Tris-HCI 50,0 mM
EDTA 10,0 mM
Denaturierungspuffer L2 pH 8,0:
NaOH 200,0 mM
SDS 1,0 %
Prézipitationspuffer L3 pH 5,5:
Kaliumacetat 3,0M

Affinitdtschromatographie (HisTrap)
Bindepuffer (pH 7,4):

NaH;PO4 0,02 M
NaCl 05 M
Elutionspuffer (pH 7,2):

NaH,PO4 0,02 M
NaCl 05 M
Imidazol 05 M

SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Acrylamidstammlosung  Herstellerangaben

Trenngel-Puffer (pH 8,8):
Tris 18,59
SDS 04 ¢

ad 100 ml Hzodeion
Sammelgel-Puffer (pH 6,8):

Tris 3,049
SDS 0,29
ad 100 ml H2Ogeion
APS-Lb6sung:
Ammoniumpersulfat 0,19

ad 1 ml H,O

Agarose-Gelelektrophorese
10 x TBE (pH 8,0):

Tris 09M
Borsaure 09M
EDTA 25,0 mM
Probenpuffer (farbig):
Glycerin 50% 5ml
Bromphenolblau 100 mg
TBE-Puffer 5ml
H2Ogeion. 40 ml

Proteinbestimmung nach Pierce
(Hartree, 1972)

50 Teile BCA

1 Teil CupSO4
BSA-Stammlésung:

Herstellerangaben
4% |n Hzodeion
Rinderserumalbumin 2,0 mg/ml

in Hzodeion

pH-Optimum/pH-Stabilitat

NaAc (pH 3,0 - 5,5) 100 mM
KH2PO4 (pH 4,5 - 8,0) 100 mM
Tris-HCI (pH 7 - 9,5) 100 mM
CAPS (pH 9 - 13) 100 mM
Sonstige Losungen: siehe P20x-
Aktivitatstest

Isoelektrische Fokussierung

Petroleumbenzin  reinst
Anodenflussigkeit Herstellerangaben
Kathodenflussigkeit Herstellerangaben
Trichloressigsaure 20 % in H2O

400 mg/l in H,O
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Elektrodenpuffer (pH 8,3): Entfarbelésung:
Tris 30 g H2Ogeion 50 %
Glycin 14,4 g Methanol 40 %
SDS 1,0 ¢ Eisessig 10 %

ad 1000 ml H,O
Solubilisierungspuffer: Férbelbsung:
Glycerin 0,5 ml Serva Blue R Herstellerangaben
Bromphenolblau 3 — 4 Kristalle

1,0 ml Losung F Dunnschichtchromatographie
Lésung F: FlieBmittel (Brechtel, 1995):
Tris 2449 Aceton 400 ml
SDS 0,15¢ Butanol 500 ml
B-Mercaptoethanol 0,4 mi ad 1000 ml H,O

ad 40 ml H,O alternativ:
Fixierer: Phenol 800 g
Methanol 300 mi ad 1000 ml H2,O
Essigsaure in H,O 75 ml Spriihreagenz (Huwig et al., 1994):

ad 1000 ml H,O 2,4-Dinitrophenyl-hydrazin 0,1 g
Farbelbésung: Ethanol 10,0 ml
Coomassie Brilliant 1,0 % + Fixierer H2SO4 conc 2,0 ml
Blue R-250 ad 35 ml H,O
alternativ:
Umpufferung/ Entsalzung p-Anisaldehyd 0,5 ml
KH2PO4 (pH 7) 100 mM Eisessig 10 ml
ad 1000 ml H,O Methanol 85 ml

Azidpuffer: H2SO4 conc 5 ml
BisTris (pH 7) 50 mM
NaN; 0,03%

ad 1000 ml H.O
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4.1 Chemikalien und Reagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien besallen den
hochsten Reinheitsgrad und wurden von Merck (Darmstadt), Sigma Aldrich
(MUnchen), Serva (Heidelberg) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

Die verwendeten Mono- und Disaccharide wurden im hoéchsten verfugbaren
Reinheitsgrad von den Firmen Sigma Aldrich (Munchen), AlphaAesar (Karlsruhe),

Toroma Organics (Saarbricken) und Merck (Darmstadt) bezogen.

5 Kultivierung und Lagerung

Die Kultivierung der verwendeten E. coli-Stamme (vgl. Tabelle 1) nach
Transformation fand unter Selektionsdruck statt, um einen Verlust des Plasmids zu
verhindern. Der verwendete Vektor pET24a(+) tragt eine Resistenz gegen
Kanamycin, welches dem Kulturmedium in einer Endkonzentration von 50 ug/ml
zugegeben wurde. E. coli BL21Gold(DE3)pLysS tragt aullerdem auf dem pLysS-
Plasmid eine Chloramphenicol-Resistenz, weshalb hier zusatzlich 50 pg/ml
Chloramphenicol zugegeben wurde. Letzteres gilt auch fur alle verwendeten

Chaperon-tragenden Plasmide.

5.1 Stammbhaltung E. coli

Kolonien mit Hilfe steriler Zahnstocher von LBka,-Agarplatten in 5 ml kanamycinhal-
tiges LB-Flissigmedium Uberimpfen (Rollrandréhrchen)
Uber Nacht bei 37°C und 220 rpm auf einem Schiittler (Multitron-Schiittler, Infors)
inkubieren
1,5 ml der Zellsuspension bei 4000 rpm 10 min zentrifugieren (Biofuge Pico,
Heraeus)
Zellpellet in 350 pl LBkan-Medium resuspendieren
500 pl 87% Glycerin zur Vermeidung von Kristallbildung zugeben
Mischen und bei -70°C lagern

Bei pLysS- bzw. Chaperonplasmid-tragenden Zellen wurde analog verfahren, den

Medien wurde aber zusatzlich Chloramphenicol zugegeben.

5.2 Stammbhaltung E. coli BL21Gold(DE3)pLysS in Mikrotiterplatten

Kolonien mit Hilfe steriler Zahnstocher von LBga,-Agarplatten in 200 yl kanamycin/

chloramphenicolhaltiges  LB-Flissigmedium in  Mikrotiterplatten  (Cryoplates)
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Uberimpfen und mit BreathSeal (Greiner BioOne) abdecken; oder: 20 pl aus
Mikrotiterplatten-Ubernachtkultur in Cryoplate tiberimpfen

U. N. bei 37°C und 200 rpm auf dem Schuttler (Multitron-Schattler, Infors) inkubieren
Bei 2000 rpm 10 min zentrifugieren (Sigma 4K15, Rotor 11444, Braun)

Zellpellet in 100 pl einer LBka,-Medium-Glycerin-Mischung (1:1) resuspendieren

Mischen und mit SilverSeal™ (Greiner BioOne) abgedeckt bei —70°C lagern

6 Gentechnische Standardmethoden

6.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde eine Kombination aus alkalischer Lyse nach
Birnboim und Doly (Birnboim 1983) und Phenol/Chloroform-Extraktion angewandt.
Bei der Minipraparation wird die Zellmembran der geernteten Bakterien mit NaOH
und EDTA destabilisiert und unter Einwirkung des anionischen Detergenz SDS
zerstort, das gleichzeitig die enthaltenen Proteine denaturiert. Die DNA wird durch
die alkalischen Bedingungen zerstort, wobei die Plasmid-DNA durch ihre
supercoiled-Konformation geschutzt ist. RNA wird durch die zugegebene RNAse
verdaut. Im Rohextrakt werden lonen und DNAsen durch den Komplexbildner EDTA
abgefangen und die denaturierten Proteine durch Kaliumacetat ausgefallt. Die
Phenol/Chlorophorm-Fallung entfernt die restlichen Proteine, da diese in der
organischen Phase verbleiben, wahrend die DNA sich in der wassrigen Phase |0st.
Sie wird im Anschluss mit Isopropanol gefallt und mit Ethanol gereinigt.

1,5 ml E. coli-Ubernachtkultur 10 min bei 4000 rpm (Biofuge Pico, Heraeus) zentrifu-

gieren

Bakterienpellet in 0,3 ml Destabilisierungspuffer L1 resuspendieren

0,3 ml Denaturierungspuffer L2 zugeben und durch mehrmaliges Invertieren mischen;

5 min bei RT inkubieren

0,3 ml Prazipitationspuffer L3 zugeben, mehrmals invertieren

Niederschlag 15 min bei 13000 rpm zentrifugieren (Biofuge Pico, Heraeus)

Uberstand abnehmen und mit 0,45 ml Phenol/Chloroform extrahieren

10 min zur Phasentrennung bei 13000 rpm zentrifugieren

wassrige obere Phase abnehmen und mit 0,45 ml Chloroform extrahieren

10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

obere Phase abnehmen und 0,75 ml Isopropanol zugeben

30 min bei 13000 rpm (4°C) zentrifugieren (Sigma 4K15, Rotor 12167, Braun)
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Pellet mit 0,5 ml 70% Ethanol waschen

10 min bei 13000 rpm (4°C) zentrifugieren

Pellet 10 min bei 60°C trocknen

in 50 yl H,O44 aufnehmen, bei -20°C lagern
Alternativ wurde Plasmid-DNA mittels des peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il (Peglab)
isoliert. Dabei wurde nach Herstellerangaben verfahren. Das Funktionsprinzip
kombiniert hier die alkalischen Lyse mit einer Zentrifugationssaulenmethode. DNA
bindet bei hoher Salzkonzentration und pH < 7,5 an die in den Zentrifugationssaulen
vorhandene Silikamembran und kann durch Waschen mit Losungen niedriger Salz-

konzentration bzw. Wasser wieder eluiert werden.

6.2 Restriktionsspaltung von DNA

Die zur Restriktionsspaltung von doppelstrangigen DNA-Fragmenten eingesetzten
Restriktionsendonucleasen und entsprechenden Puffer wurden von der Firma
Fermentas bezogen (vgl. Tabelle 8) und entsprechend den Herstellerangaben

verwendet. Die Pfeile zwischen den Basen geben die Schnittstelle an.

Tabelle 8: Verwendete Restriktionsendonucleasen.

Enzym Schnittstelle | Puffer Dauer |Einsatz

(5>3)
EcoRI GIAATTC EcoRI (unique) 1h Kontrollverdau
BamHI* GIGATCC |Y'/Tango 1h Genexzision 3-Ende
Ndel* CAITATG |Y'/Tango U.N. | Genexzision 5-Ende
Dpnl GA/TC - 2h Verdau von Template-

DNA

Fast Digest® EcoRl |GJAATTC |Fast Digest®-Puffer |5 min |Kontrollverdau
Fast Digest® BamHI* | GIGATCC |Fast Digest®-Puffer |5 min | Genexzision 3'-Ende
Fast Digest® Ndel* |CAITATG |Fast Digest®-Puffer |5 min |Genexzision 5-Ende

* = |n Kombination verwendet

Die Inkubation erfolgte bei 37°C in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Es wurden
15 ul Plasmid-DNA mit der vom Hersteller angegebenen Menge an 10 x Reaktions-
puffer und 1 pul des jeweiligen Enzyms versetzt (vgl. Tabelle 8). Auf das
Gesamtvolumen des Verdaus von 20 pl (mit Ausnahme des Dpnl-Verdaus, vgl.

Kapitel 117) wurde mit H,Oq44 aufgefulit.
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6.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in horizontalen Agarosegelen im
elektrischen Feld. Es wurden 35 ml Gele (7 x 10 cm) in BlueMarine 100-2-Elektro-
phoresekammern (Serva) verwendet. Die Auftrennung von linearen, doppelstrangi-
gen DNA-Fragmenten basiert auf der Wanderung negativ geladener DNA im elek-
trischen Feld von der Kathode zur Anode. Die elektrophoretische Beweglichkeit der
DNA ist antiproportional zum Logarithmus der Anzahl der Basenpaare (Meyers et al
1976). Nach Zugabe von Ethidiumbromid, das in GC-Paare der DNA interkaliert,
konnen DNA-Fragmente unter UV-Licht detektiert werden. Nach einem
Restriktionsverdau konnte das gewunschte Insert- bzw. Vektorfragment aus dem Gel
reisoliert (vgl. Kapitel 116.4) und so von Enzymen und Salzen gereinigt werden.

1% TBE-Kontrollgele

1% Agarose in 1 x TBE aufkochen und in eine Gelkammer mit Gelkamm gief3en
DNA-Proben mit V2 Vol. Bromphenolblau-Probenpuffer versetzen

Mit 1 kb DNA-Leiter bei einer Spannung von 100 Volt auftrennen

Nach abgeschlossener Elektrophorese Gel 10 min in Ethidiumbromid farben

Gefarbte DNA im UV-Licht bei 312 nm detektieren (Geldokumentationssystem

Universal Hood, BioRad) und auf dem Transilluminator abfotografieren

1% TBE-Gele zur Reisolierung von DNA-Fragmenten

Gel aus 1% Agarose in 1 x TBE giel3en

DNA-Proben mit V2 Vol. farblosen Probenpuffer versetzen
Spannung von 60 V anlegen

Im Ethidiumbromidbad 10 min farben

Banden mit einem Skalpell unter UV-Licht aus dem Gel schneiden

DNA-Fragmente aus dem Gel extrahieren (vgl. Kapitel 11 6.4)

6.4 Reisolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung wurde mit dem peqGOLD MicroSpin Gel Extraction Kit der Firma Peqlab
durchgefuhrt. Zur Reisolierung wurden die Angaben des Herstellers befolgt. Hierbei
wird die gewunschte Bande aus dem Gel ausgeschnitten und das Gelstuck in Puffer
aufgeldst. Die Reisolation der DNA beruht auf der Tatsache, dass DNA bei hoher

Salzkonzentration an die in den Zentrifugationssaulen vorhandene Silikamembran
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bindet und durch Waschen mit Lésungen niedriger Salzkonzentration wie Wasser

wieder eluiert werden kann (Vgl. Kapitel I 6.1).

Alternativ wurde die Isolierung der DNA aus den Gelstickchen mit Quantum Prep™
Freeze’'n'Squeeze Gel Extraction-Saulen (BioRad) gemals Herstellerangaben
durchgefuhrt. Die Quervernetzung der Agarose wird durch Einfrieren zerstort und so
die enthaltene DNA freigesetzt, welche dann durch Filtriersaulen von den

Agarosereste gereinigt wird.

6.5 Reinigung von DNA durch Fallung

Die Fallung wurde nach PCR, Doppelverdau des Vektors und des Inserts sowie nach
Ligation beider durchgefuhrt. Sie diente der Reinigung der DNA von Salzen und
Inaktivierung von Proteinen, welche durch die Zugabe von Phenol/Chlorophorm aus
der Losung ausgefallt werden. Durch Zugabe des stark wasserentziehenden LiCl und
Ethanol wird die DNA gefallt und durch die folgenden Waschschritte gereinigt.

Phenol/Chloroform mit Ansatz im Verhaltnis 1:1 mischen und vortexen

10 min bei 13000 rpm zentrifugieren (Biofuge Pico, Heraeus)

Ethanol-Fallung der oberen Phase mit LiCl

Zugabe von 1/10 x Volumen 4 M LiCl

Zugabe von 2,5 x Volumen 98% Ethanol (-20°C)

45 min bei -20°C fallen

30 min bei 13000 rpm (4°C) zentrifugieren (Sigma 4K15, Rotor 12167, Braun)

DNA-Pellet 2 x 5 min mit 70% Ethanol waschen (Sigma 4K15, Braun)

DNA-Pellet 10 min bei 60°C trocknen

DNA in 15 pl HO4q resuspendieren

6.6 Reinigung von DNA durch Dialyse

Zwischen Ligation und Transformation wurde die Entsalzung der DNA durch Dialyse
durchgefuhrt, um Ausbeuteverluste wahrend der Fallungsschritte zu umgehen. Die
DNA-enthaltende Losung wurde dazu auf Nitrocellulose-Filter (Porengrolie
0,025 um, Millipore) gebracht und gegen 10%iges Glycerin 1 h bei RT dialysiert.
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6.7 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration isolierter Plasmide in wassriger Verdinnung
(1:60) erfolgte in einem Gene Quant Photometer (Pharmacia Biotech). Die
Absorption der DNA wurde bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Dabei
entspricht eine ODysp =1 der Konzentration doppelstrangiger DNA von 50 pg/mi
(Sambrook et al 1989). Zur Abschatzung der Reinheit und des Restproteingehaltes
wurde die Absorption bei 260 nm mit der Absorption bei 280 nm verglichen. Das
Verhaltnis reiner DNA betragt 1,8.

7 Ortsgerichtete Mutagenese

71 SOE-PCR

Der gezielte Austausch von Aminosauren wurde mit SOE-PCR (splicing by
overlapping extension) durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird das Gen der P20xB2H
mit Pwo-Polymerase in zwei Fragmenten amplifiziert, die sich an der
auszutauschenden Position Uberlappen. Dazu wird jeweils ein genflankierender
Primer eingesetzt und einer, der die gewiunschte Mutation tragt. Die beiden
entstehenden Fragmente werden im Anschluss in einer Assembly-PCR als Template
eingesetzt und mit Hilfe der flankierenden Primer und der Uberlappenden Sequenzen

zum vollstandigen Gen zusammengefugt (vgl. Abbildung 5). (Pogulis et al 1996).

PCR-Ansatz SOE |[:

Pwo Reaction Buffer (10x)* 50 pl
dNTP Mix 2,0
forward Primer 1,5 ul
reverse Primer 1,5 ul
Template 20 ng
Pwo DNA Polymerase* 20 ul
Hzodd ad 50 Hl

PCR-Ansatz SOE Il (Assembly):

Pwo Reaction Buffer (10x)* 50 pl
dNTP Mix 20 ul
forward Primer 1,5 ul
reverse Primer 1,5 ul
Templates je20 ng
Pwo DNA Polymerase* 20

H>04q ad 50 *Im Kit enthaltene Reagenzien
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Das folgende PCR-Programm (Tabelle 10) wurde zur Amplifikation im MyCycler
(BioRad) genutzt.
Tabelle 9: PCR-Programm SOE-PCR I (a) & Il (b). Die Schritte 2 - 4 wurden 25-mal bzw.

15-mal im MyCycler (BioRad) durchgefuhrt. Nach Schritt 5 wurde der Ansatz auf 4°C
abgekunhlt.

a) SOE |

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]

1. Denaturierung 94 3

2. Denaturierung 94 0,5

3. Annealing 65 1 25 x
4. Elongation 70 1-2*

5. Elongation 70 7

6. Abklhlung 4 -

b) SOE Il

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]

1. Denaturierung 94 3

2. Denaturierung 94 0,5

3. Annealing 64 1 15 x
4. Elongation 70 3,5

5. Elongation 70 7

5. Abkuhlung 4 -

* = abh. von erwarteter Fragmentlange

Zwischen den beiden PCR-Reaktionen wurde das Template aus der ersten PCR
durch Zugabe von 1 pl Dpnl und 1-stindiger Inkubation bei 37°C entfernt. Danach
erfolgte ein Fallung zur Reinigung der DNA (vgl. Kapitel 116.5).
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Primer 1

Primer 3
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Abbildung 5: Schema der SOE-PCR (splicing by overlapping extension) nach Pogulis
et al. (1996). Primer 1, 4: genspezifische, flankierende Primer; Primer 2, 3: interne
Mutageneseprimer (vgl. Tabelle 3).

7.2 QuikChange®

Der ligationsfreie in vitro-Austausch einzelner Aminosauren wurde mit dem
QuikChange® Site-directed mutagenesis Kit (Stratagene) durchgefiihrt. Der Kit wurde
dazu verwendet, um mit Hilfe der PfuTurbo® DNA Polymerase gezielte
Aminosaureaustausche in einem Thermocycler (MyCycler, BioRad) auszufihren. Als
Template diente doppelstrangige, als supercoil vorliegende Plasmid-DNA, die mit
zwei synthetischen Oligonukleotidprimern, welche die gewiunschten Mutationen
enthielten, amplifiziert wurde. Die Inkorporation der Oligonukleotidprimer generierte
ein mutiertes Plasmid, das Einzelstrangliicken, sogenannte staggered nicks, enthielt.
Nach dem Cycling erfolgte die Behandlung des kompletten Ansatzes mit der
Endonuclease Dpnl, die parentale, methylierte und hemimethylierte DNA selektiv
abbaut und in fast allen E. coli-Stdmmen vorkommt. Das mutierte Plasmid wurde im
Anschluss nicht in die im Kit enthaltenen XL1-Blue-Zellen, sondern in
E. coliBL21Gold(DE3)pLysS transformiert, um einen Einsatz im Mikrotiterplatten-
screening zu ermoglichen (vgl. Kapitel [114.1.2 und 15.1.2). Da diese
Elektrokompetenz besitzen musste der Ansatz vor Transformation entsalzt werden

(vgl. Kapitel Il 6.6). Primer- und Templatekonzentration wurden gemal dem
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Instruction Manual (Stratagene) gewahlt, abweichend dazu wurde die Elongationszeit

auf 2 min/kb ausgedehnt.

PCR-Ansatz: Endkonzentration:
Reaction Buffer (10x)* 50 pl (1 x)

dNTP Mix* 1,0 ul (je 0,2 mM)
forward Primer 1,0 ul (125 ng)
reverse Primer 1,0 ul (125 ng)
Template 0 ng

PfuTurbo DNA Polymerase* 1,0 ul (0,02 U/ ul)
Hzodd ad 50 Hl

*Im Kit enthaltene Reagenzien

Das folgende PCR-Programm (Tabelle 10) wurde zur Amplifikation im MyCycler
(BioRad) genutzt.
Tabelle 10: PCR-Programm Site-directed mutagenesis. Die Schritte 2 - 4 wurden 16-mal

im MyCycler (BioRad) durchgefuhrt, wenn Punkmutationen generiert werden sollten. Nach
Schritt 4 wurde der Ansatz auf 4°C abgekdhilt.

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]
1. Denaturierung 95 0,5
2. Denaturierung 94 0,5
3. Annealing 55 1
4. Elongation 68 14*
5. Abkuhlung 4 -
*2 min/ kbp

Im Anschluss an das Cycling wurde der Ansatz mit 1 pl Dpnl versetzt und fur 2 h bei
37°C inkubiert. Die Deaktivierung des Enzyms erfolgte durch Einfrieren bzw.
Inkubation bei 80°C.

7.3 KOD-QuikChange

Um die Effizienz der Aminosaureaustausche zu erh6hen wurde eine vom oben
genannten Kit unabhangige Methode gesucht, die auf einer schnelleren und
effizienteren Polymerase beruht. Dazu wurde die KOD-Polymerase aus
Thermococcus kodakaraensis verwendet (Novagen/ Merck) verwendet. Diese besitzt
die gleiche Genauigkeit wie die Pfu-Polymerase, arbeitet jedoch 5-fach schneller und

besitzt eine 15-fach hohere Prozessivitat (Anzahl angehangter Nukleotide, die die
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Polymerase im Durchschnitt an den neuen Strang anhangt, bevor sie abdissoziiert),
besonders bei GC-reichen Sequenzen wie dem Gen der P20x (Takagi et al 1997).
Das angewandte Prinzip entsprach dem der QuikChange® (vgl. Kapitel Il 7.1). Die
Zusammenstellung des Reaktionsansatzes und des PCR-Programmes erfolgte
modifiziert nach dem KOD HotStart-Manual (Novagen).

PCR-Ansatz: Endkonzentration:
KOD Reaction Buffer (10 x)* 50 i (1 x)

dNTP Mix* 50 ul (je 0,2 mM)
forward Primer 3,0 pl (0,3 uM)
reverse Primer 3,0 i (0,3 uM)
Template 10 ng

KOD HotStartDNA Polymerase* 1,0 ul (0,02 U/ul)
MgSO,* 3,0 i (1,5 mM)
Hzodd ad 50 |J|

*Im Kit enthaltene Reagenzien

Das folgende PCR-Programm (Tabelle 10) wurde zur Amplifikation im MyCycler
(BioRad) genutzt.

Tabelle 11: PCR-Programm KOD QuikChange. Die Schritte 2 - 4 wurden 20-mal im
MyCycler (BioRad) durchgefiihrt. Nach Schritt 4 wurde der Ansatz auf 4°C abgekhlt.

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]
1. Denaturierung 95 2

2. Denaturierung 94 0,5

3. Annealing 55 1

4. Elongation 70 3,5*

5. Abkiihlung 4 -

*30 sec/ kbp

8 Gerichtete Evolution mit error prone-PCR

Um in das P20x-Gen aus P. gigantea zufallige Mutationen einzufuhren, wurde die
error prone-PCR-Methode im MyCycler (BioRad) ausgefihrt. Dazu wurde das Gen
mit Hilfe der Tag-Polymerase (Axon) amplifiziert. Um die Fehlerwahrscheinlichkeit
der Tag-Polymerase zu steigern, die in vitro keine Funktion zur Korrektur

fehlgepaarter Nukleotide besitzt, wurden dem Ansatz hohere



34 Material und Methoden

Magnesiumchloridmengen zugesetzt und variierte Konzentrationen an MnCl;
verwendet. Eine weitere Erhdhung der Fehlerrate ist durch Einsatz unbalancierter
Nucleotidkonzentrationen, Mischungen mit Nukleosidanaloga oder einer Kombination
dieser Mdglichkeiten zu erreichen. Die in der Literatur bekannten Schemata wurden
leicht abgewandelt (Jaeger et al 2002, Jaeger & Eggert 2002, Leung et al 1989).
PCR-Produkte wurden zur Expression der Varianten in den Vektor pET24a(+)
kloniert (vgl. Kapitel 119.1).

Tabelle 11: Pipettierschemen zur error prone-PCR (modifiziert nach Jaeger et al. 2002).

PCR-Ansatz 1 PCR-Ansatz 2 PCR-Ansatz 3
MgCl,-freier Puffer (10x) 5,0 pl 5,0 ul 5,0 ul
MgCl; (25 mM) 12yl (6 mM) 12 pl (6 mM) 12yl (6 mM)
MnCl; (25 mM) --- 0,3 pl (0,15 mM) 0,6 yl  (0,3mM)
dNTP’s 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl
P20x_Ndel_for 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
P20x_HisBamHI_rev 1,0 ul 1,0 ul 1,0
Template DNA 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
Taq-Polymerase 0,6 ul 0,4 ul 0,4 ul
H20uq ad 50 pl ad 50 pl ad 50 pl

Tabelle 12: PCR-Programm error prone-PCR. Es wurden 35 Zyklen (Schritt 2 — 4) im
MyCycler (BioRad) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]
1. Denaturierung 94 3

2. Denaturierung 94 0,5

3. Annealing 64 1

4. Elongation 72 1,5

5. Finale Elongation 72 7

6. Abkuhlung 4 -
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9 Klonierung von PCR-Fragmenten

9.1 Ligation

Durch den Verdau mit Ndel/BamHI entstehen Uberhangende Enden im Doppelstrang
der DNA, welche von Ligasen durch Wiederherstellung der Phosphodiesterbindung
zwischen zwei benachbarten Nukleotiden wieder verknlpft werden konnen.

Zur Ligation wurden Vektor und PCR-Fragment nach Verdau gefallt und im
Verhaltnis 1:3 zu einem Volumen von 17 ul gemischt. Nach Zugabe von 2 pl
Ligationspuffer (10x) und 1 pl T4-DNA-Ligase (Fermentas) wurde ein Temperatur-
gradient von 30°C - 4°C u. N. eingestellt. Anschlie3end erfolgte eine Dialyse des

Ligationsansatzes (vgl. Kapitel 116.6) zur Entsalzung der DNA.

10 Ligationskontrolle durch Colony-PCR

Zur Kontrolle der erfolgreichen Ligation wurde nach Transformation
elektrokompetenter Zellen eine Colony-PCR durchgefihrt. Diese Methode ersetzt die
ubliche Prozedur von Anzucht, DNA-Praparation und Kontrollverdau in einem Schritt
und erlaubt die Kontrolle einer weit gréReren Zahl von Kolonien. Nebenbei kann so
auch die Orientierung des Inserts im Vektor uUberpruft werden, da es in seltenen
Fallen zu einer Fehlligation kommen kann (Gussow & Clackson 1989). Die Colony-
PCR wird mit genspezifischen Primern durchgefihrt, die im Plasmid eine Sequenz
bekannter Lange amplifizieren (vgl. Tabelle 3). Die Kolonien, die im nachfolgenden
Kontrollgel ein Amplifikat der erwarteten GroRe aufweisen, enthalten mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit das gewunschte Insert. Zur PCR werden ganze Zellen in Form
einer gepickten Kolonie eingesetzt. Die Zellen werden im Laufe der PCR aufgrund
der Hitze soweit destabilisiert, dass Plasmid-DNA austreten kann. Sofern das
gewunschte Plasmid mit dem korrekten Insert in der Zelle enthalten war, wird es mit
Hilfe der genspezifischen Primer amplifiziert und kann im Agarosegel detektiert
werden (vgl. Kapitel 116.3). Parallel zum PCR-Ansatz wird eine Replikaplatte auf
LBkan-Medium erstellt, so dass Klone mit korrektem Insert direkt weiter verwendet
werden konnen.

Zur PCR-Reaktion wurden Taqg-Polymerase und 10 x Puffer der Firma Axon

verwendet (vgl. Kapitel 4 und 2.2).
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PCR-Ansatz (als Mastermix):

Reaction Buffer (10x) 0,5 I
MgCl; (25 mM) 0,3 1]
dNTP-Mix 0,1 1]
DMSO 0,4 1]
forward Primer* 0,1 I
reverse Primer* 0,1 i
Taq-DNA Polymerase 0,04 pl
Hzodd ad 5 |J|

*=vgl. Tabelle 3

Mastermix in 0,2 ml PCR-Eppendorfgefalie vorlegen

Klon mit sterilem Zahnstocher von LBg,.-Platte in Mastermix umimpfen

Mit gleichem Zahnstocher auf frischer LBka,-Platte ausstreichen und 4. N. bei 37°C
bebriten

PCR nach Tabelle 13 durchflihren

PCR-Produkte mit je 1 ul Probenpuffer versetzen und auf einem 1 x TBE-Agarosegel

elektrophoretisch auftrennen (vgl. Kapitel 6.3)

Das folgende PCR-Programm (Tabelle 13) wurde zur Amplifikation im MyCycler
(BioRad) genutzt.

Tabelle 13: PCR-Programm Colony-PCR. Die Schritte 2 — 4 wurden 25-mal durchgeflihrt.

PCR-Schritt Temperatur  Dauer [min]
[°C]

1. Denaturierung 95 5

2. Denaturierung 95 1

3. Annealing 64 0,5

4. Elongation 72

5. Finale Elongation 72

6. Abkihlung 4 -

11 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Entsalzung erhoht die Fahigkeit von Bakterienzellen, DNA aus dem Medium
aufzunehmen und verbessert damit die Effektivitat einer Elektroporation. Die Zugabe
von Glycerin verhindert die Kristallbildung von Wasser beim Einfrieren und

ermdglicht eine Lagerung der Zellen bei -70°C.
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Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli BL21Gold(DE3)pLysS-Zellen wurde dem
LB-Medium Chloramphenicol zugesetzt, da das pLysS-Plasmid eine Chlor-
amphenicol-Resistenz tragt. E. coli BL21(DE3)-Zellen wurden ohne Antibiotikum
angezogen.

400 ml LB-Medium mit 1/100 Volumen einer frischen Ubernachtkultur animpfen

Kultur bei 37°C und 220 rpm bis zum Erreichen einer ODgy = 0,4 - 0,5 wachsen

lassen (Multitron-Schuttler, Infors)

Auf Eis abklhlen lassen

15 min zentrifugieren (4°C, 4000 x g)

Bakteriensediment in 400 ml eiskaltem, sterilem H,Oq44 resuspendieren

15 min zentrifugieren (4°C, 4000 x g)

Zellen in 200 ml eiskaltem H,Oq44 resuspendieren

15 min zentrifugieren (4°C, 4000 x g)

Zellen in 20 ml eiskaltem 10% Glycerin resuspendieren

15 min zentrifugieren (4°C, 4000 x g)

Zellen in 2 ml eiskaltem 10% Glycerin resuspendieren
Der Zelltiter sollte etwa 3 x 10" Zellen/ml betragen. Aliquots der Zellen von 50 pl
wurden bei —70°C gelagert (Hanahan 1983).

12 Transformationen

12.1 Elektroporation

Die entsalzten, elektrokompetenten Zellen werden bei der Elektroporation einem
kurzen elektrischen Impuls ausgesetzt, der die Zellmembran vorubergehend
destabilisiert. Dabei bilden sich kleine Poren in der Membran, durch die die ebenfalls
entsalzte Plasmid-DNA in die Zelle gelangen kann.

Die E. coli-Expressionsstamme wurden in einem Gene Pulser (BioRad) und einem
dazugehorenden Pulse Controller (BioRad) mit Plasmiden transformiert (Hanahan et
al 1991).

Elektroporationsprotokoll

Zellen, Ligationsmix, Elektroporationskivetten und Eppendorfgefalle auf Eis kiihlen
Transformationsmix: 50 pl elektroporationskompetente Zellen + 5 ul Ligationsansatz
Transformationsmixe in eisgekiihlte, trockene Elektroporationskiivette pipettieren
Gerateeinstellungen: 2,5 kV, 25 yF, 400 Q
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Sofort 1 ml SOC-Medium zur Regeneration der Zellen zugeben
Zellen fur 60 min bei 37°C, 220 rpm regenerieren lassen
Transformationsansatze auf LBy,,-Platten ausplattieren

Die Selektion der Transformanden erfolgte durch die entsprechenden Antibiotika-

resistenzen des jeweiligen Vektors.

13 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse erfolgte mit Hilfe des automatischen Sequenzierers LiCor
4200 (MWG-Biotech). Die Sequenzierreaktion wurde mit dem CycleReader™ Auto
DNA Sequencing Kit (Fermentas) nach Herstellerangaben durchgefihrt.
Alternativ wurden Plasmid-Proben zur Analyse mit dem TempliPhi®-Kit amplifiziert
(GE Healthcare, vgl. Kapitel 11 13.3) und zu GATC (Konstanz) geschickt.

13.1 DNA-Sequenzanalyse nach Sanger et al. (1977)

Das Verfahren der Didesoxy-Sequenzierung (Sanger et al 1977) basiert auf der
partiellen Neusynthese eines DNA-Stranges anhand einer vorgegebenen Matrize mit
gezieltem Kettenabbruch, der durch ein Didesoxynucleotid erreicht wird. Die Wirkung
der 2’-3’-Didesoxynucleotide auf die DNA-Polymerase beruht auf dem Fehlen der 3'-
Hydroxylgruppe, die an der Bildung der Phosphodiesterbindung zwischen Desoxy-
ribose und Nucleosidmonophosphat beteiligt ist. Fehlt sie, so kann diese Bindung
nicht gebildet werden und die Polymerisationsreaktion bricht ab.

Zur Detektion der Proben werden die verwendeten Primer mit 5-IRD 800
fluoreszenzmarkiert. Dieser Farbstoff emittiert bei Anregung durch den Laser des
Sequenzierers ein Lichtsignal, welches bei der Wanderung der Proben durch ein
Polyacrylamidgel aufgefangen wird.

Bei neueren Kits sind bereits die einzelnen Didesoxynucleotide mit unterschiedlichen
Farbstoffen fluoreszenzmarkiert, wodurch statt vier nur noch eine Reaktion angesetzt

und unmarkierte Primer verwendet werden konnen.

13.2 Sequenzierreaktion

Jede Reaktion enthalt alle vier Desoxynucleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP
und dTTP) und zusatzlich eines der vier Didesoxyribonucleosidtriphosphate (ddATP,
ddCTP, ddGTP und ddTTP) um basenspezifische Kettenabbriiche zu erzeugen. Das
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dGTP-Analogon 7-Deaza-dGTP verhindert bei der Sequenzierung GC-reicher DNA-
Bereiche Sekundarstrukturbildung und vermindert Bandenkompressionen, so dass
eine gleichmaRige Intensitat der Banden erreicht wird.

DNA-Primer-Mix (Mastermix)

Plasmid-DNA 3 ul
Primer 1,5 pl
Puffer 2,5 ul
Taqg-Polymerase 1 ul
Hzodd ad 17 |J|

2 pl eines jeden Terminations-Mixes (dNTP’s, ddNTP’s, Reaktionspuffer) in ein
entsprechendes Eppendorfgefal’ vorlegen

4 yl des DNA-Primer-Mixes zugeben

PCR ,Cycle Sequencing“ des Sequenzieransatzes im MyCycler (BioRad)

Ansatze mit je 3 yl Stopp/Lade-Puffer versetzen

3 min bei 70°C denaturieren

Tabelle 14: PCR-Programm ,,Cycle Sequencing“. Das Programm bestand aus zwei Ab-
schnitten. In der ersten Halfte wurden die Schritte 2 — 4 15 mal wiederholt. Im Anschluss
daran wurden die Schritte 5 und 6 ebenfalls 15 Zyklen lang durchgeflhrt.

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [s]
1. Denaturierung 95 120
2. Denaturierung 95 15
3. Annealing XX 30
4. Elongation 70 30
5. Denaturierung 95 30
6. Elongation 70 30
7. AbkUhlung 4 -

XX = Annealingtemperatur 5°C niedriger als T, des Primers

13.3 TempliPhi®-Reaktion

Der TempliPhi® DNA Amplification Kit (GE Healthcare) fand dann Anwendung, wenn
eine Verbesserung der Sequenzierung und der Leselange bei Sequenzierungen von
site-directed mutagenesis-Varianten - insbesondere im pET24a(+)-Vektor und nach
QuikChange-Mutagenese - erforderlich war. Bei diesem Verfahren lagern sich will-

kirliche Hexamer-Primer an die zirkulare Template-DNA an multiplen Orten an. Die
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verwendete DNA-Polymerase des Bakteriophagen Phi29 verlangert jeden dieser
Primer in einem rolling circle Mechanismus. Wenn die DNA-Polymerase im Laufe der
Synthese einen downstream verlangerten Primer erreicht, |0st sich dieser vom
Template und bildet ein freies einzelstrangiges Ende, das somit als Ansatzpunkt fur
weitere Hexamer-Primer dient. Dieser Prozess wiederholt sich bis zur Erschépfung
der Primer und resultiert in einer exponentiellen, isothermalen Amplifikation.

Probenvorbereitung: entweder 0,2 - 0,5 pl Ubernacht-Kultur oder ein Teil einer

Kolonie oder 1 pg - 10 ng DNA (Vol. < 0,5 pl) zu 5 ul Probenpuffer geben

Denaturierung der Probe: auf 95°C fur 3 min erhitzen, Abkuhlen auf 4°C

TempliPhi-Premix: Fir jede Probe: 5 ul Reaktionspuffer + 0,2 yul Enzym-Mix

5 pl Premix zu der gekuhlten, denaturierten Probe zugeben

Bei 30°C fir 4 - 18 h inkubieren

Inaktivierung der Enzyme (bei Proben, die langer aufbewahrt werden): bei 65°C fur

10 min inkubieren und danach auf 4°C abkuhlen

Sequenz-Cycling: a) 1 -2 ul (150 - 500 ng) der amplifizierten Probe oder b) falls

Probe viskos ist, mit 10 pl H,O44 oder TE-Puffer verdiinnen, gut mixen

2 -10 pl der verdiinnten Probe zu den 17 yl Sequenzierungs-PCR-Mix geben

13.4 Sequenziergel und Elektrophoresebedingungen

Die Auftrennung der neusynthetisierten, fluoreszenzmarkierten Oligonucleotide
erfolgte in einem 6% Polyacrylamidgel (Dicke 0,5 mm). Das im Gel enthaltene
Formamid und Harnstoff sorgten flr denaturierende Bedingungen und verhindern
Sekundarstrukturbildung in der DNA. Zusatzlich wurde das Gel mit Heizplatten auf
50°C erhitzt, was eine Renaturierung der DNA verhindert. Die Elektrophorese wurde
bei einer Spannung von 1500 V und einer Stromstarke von 37 mA durchgefuhrt. Vor
der eigentlichen Elektrophorese fand eine funfzehnminultige Vorelektrophorese statt
um unpolymerisiertes Acrylamid zu entfernen, das Gel auf 50°C zu heizen und die

bendtigte Spannung zu erzeugen.

Gelmatrix:

30 ml Sequagel XR

7,5 ml Sequagel Complete

4 ml Formamid

1 ml Rotiphorese Gel 40 (Roth)

300 pl 10% APS-Lésung (0,1 mg/ml)
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13.5 Auswertung der Sequenzdaten

Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Softwarepakets ,DNASTAR®
(Lasergene) analysiert. Die so aufbereiteten Sequenzdaten wurden anhand des vom
.National Center for Biotechnological Information® (NCBI) angebotenen Service

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast) mit den in der Datenbank hinterlegten Sequenzen

verglichen. Die weitere Auswertung fand mit Vector NTI (Invitrogen) statt.

14 Produktion der P20x

Die heterologe Expression der P20x wurde in E. coli in verschiedenen Mal3staben
durchgefuhrt. Die zu induzierenden Zellen wurden je nach Bedarf in Erlenmeyer-
kolben verschiedener GroRe oder zum Screening nach optimierten Varianten in

Mikrotiterplatten (Greiner BioOne) angezogen.

14.1 Expression in E. coli

E. coli BL21Gold(DE3) enthalt im Chromosom integriert eine Kopie des Gens fur die
T7 RNA-Polymerase unter der Kontrolle des lacUV5-Promoters, der durch Zugabe
von [IPTG (lsopropyl-4-D-thiogalactopyranosid) induziert werden kann. Die
Expression wird induziert, sobald die T7 RNA-Polymerase von der Wirtszelle zur
Verfigung gestellt wird. Die T7 RNA-Polymerase ist so selektiv und aktiv, dass fast
alle Zellreserven zur Expression des rekombinanten Gens herangezogen werden.

Der Stamm E. coli BL21Gold(DE3)pLysS weist die gleichen Eigenschaften auf,
allerdings enthalt dieser Stamm das zusatzliche Plasmid pLysS. Dieses kodiert fur
intrazellulares Lysozym und tragt eine Chloramphenicol-Resistenz. Lysozym kann
die Zellwand von E. coli schwachen, indem es die 1,4-glykosidischen Bindungen
zwischen N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure im Peptidoglykan auflost.
Wasser kann so in die Zelle eindringen, diese schwillt an und lysiert. Solange die
Cytoplasmamembran der Zellen intakt ist, verbleibt das Lysozym jedoch im
Zellinneren. Erst durch die Zugabe des Tensids Triton X-100, das die Zellmembran
destabilisiert, kann es zur Mureinschicht gelangen und die Zelllyse herbeifuhren, was
den Aufreinigungsprozess vereinfacht. Bezlglich Anzucht und Induktion verhielten

sich beide Stamme gleich.
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14.1.1 Expression in Erlenmeyerkolben
Zur Anzucht der gewunschten Zellen wurden 25 ml Vorkultur in 250 ml

Pepton/Tryptonmedium mit Kanamycin in einem 1 | Erlenmeyerkolben tberfihrt. An-
schliefend wurden die Erlenmeyerkolben (250 ml Kultur) bei 37 °C (220 rpm) auf
dem Schuttler inkubiert. Nachdem die Zellen bis zum Erreichen einer ODgopo = 1
gewachsen waren, erfolgte die Induktion durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration
0,1 mM). Die Kolben wurden anschlie3end zur Expression bei 20°C fir weitere 24 h
bei 200 rpm (RC-406, Infors AG) inkubiert. Durch die niedrige Temperatur wurde das
Zellwachstum verlangsamt und so die Bildung von inclusion bodies verringert
(Schein & Noteborn 1988). Die Anreicherung zur Charakterisierung erfolgte in 250 ml
Erlenmeyerkolben, die Angaben beziehen sich daher wenn nicht anders vermerkt auf
250 ml Kultur.

14.1.2 Coexpression mit Chaperonen
Zur Verbesserung der Faltungseigenschaften der P20x und somit zur Verringerung

der inclusion body-Bildung wurden verschiedene Chaperone coexprimiert (Takara
Bio Inc.). Dazu wurden E. coliBL21Gold(DE3) mit dem jeweiligen Chaperon-
tragenden Plasmid transformiert (vgl. Kapitel 1112 und Tabelle 2), der
Transformationserfolg mit Colony-PCR bestatigt (vgl. Kapitel 1110) und positive Zellen
erneut elektrokompetent gemacht (vgl. Kapitel [I111). Diese Zellen wurden mit
pP20xB2H bzw. pP20xB2H1 transformiert und erneut Uberpruft.

Tabelle 15: Induktion der verschiedenen Chaperongene

Vektor Gene Regulatorgen Induktor [Endkonzentration]
) dnaK-dnaJ-grpE, L-Arabinose [0,5 mg/ml],

PG-KJES groES-groEL araC, tetR Tetracyclin [5 ng/mil]

pGro7 groES-groEL araC L-Arabinose [0,5 mg/ml]

pG-Tf2 groES-groEL, tig tetR Tetracyclin [5 ng/mi]

pKJE7 dnaK-dnaJ-grpE araC L-Arabinose [0,5 mg/ml]

pTf16 tig araC L-Arabinose [0,5 mg/ml]
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Doppelt transformierte Klone wurden analog zu Kapitel 14.1.1 angezogen, dem
Medium wurde jedoch zusatzlich Chloramphenicol zugegeben. Die Induktion fand bei
einer ODgoo von 0,4 - 0,6 mit IPTG ( Endkonzentration 0,1 mM) zur Induktion der
P20x-Expression und verschiedenen Chaperon-Induktoren statt (vgl. Tabelle 15).
Die anschlieende Inkubation erfolgte fur 20 h bei 28°C und 200 rpm (RC-406, Infors
AG).

14.1.3 Expression in Mikrotiterplatten
Zur Anzucht der geeigneten Zellen wurden zuerst zur Erhohung der Zelldichte

Masterplatten angefertigt. Dazu wurde mit einem sterilen Zahnstocher ein Strich auf
einer durchnummerierten LBkan-Platte gezogen, Uber Nacht bei 37°C kultiviert und
am folgenden Tag in mit 200 pl LBkan geflllte Wells einer Mikrotiterplatte (Greiner
BioOne) umgeimpft. AnschlieRend wurde die Mikrotiterplatte bei 37°C auf dem
Schuttler (220 rpm) inkubiert. Die angezogenen Zellen wurden nach 2 h mit 20 pl
IPTG (10 mM in LBkan) induziert, zuvor wurde jedem Well 20 ul Zellsuspension zum
Beimpfen der Cryoplates fur die Glycerinkulturen entnommen (vgl. Kapitel 115.2). Die
Expression lief (. N. bei 20°C auf dem Rotationsschiittler (RC-406, Infors AG) bei
200 rpm ab.

14.1.4 Autoinduktive Expression
Die Expression der P20x nimmt mit steigender |IPTG-Konzentration zu, die

Gesamtaktivitat verringert sich dabei jedoch durch Bildung von inclusion bodies
(Vecerek et al 2004). Die Expression kann auch durch Lactose induziert werden,
weshalb es in Komplexmedien haufig zu einer zu frihen Induktion durch
Lactosespuren kommt. Glucose hemmt diese Basalexpression, daher kann mit
geringen Glucosemengen, die von der wachsenden Kultur aufgebraucht werden, und
definierten Lactosekonzentrationen ein autoinduktives Medium entwickelt werden,
welches die Kulturen bei einer jeweils konstanten Zelldichte zum Ende ihrer
Wachstumsphase induziert. So werden hohere Zelldichten erreicht, was einen
positiven Einfluss auf die Gesamtausbeute hat (Studier 2005).

Dazu wurden fertige OvernightExpress " -Medien (EMDbioscience) und Medien nach
Studier et al. (vgl. Kapitel 113.1) verwendet.

Jeweils 250 ml des entsprechenden Kulturmediums mit Kanamycin wurden gemaf
Kapitel 1114.1.1 mit 25 ml Vorkultur inokuliert und 1 h bei 37°C (220 rpm) auf dem
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Schittler inkubiert. Die weitere Inkubation fand lber Nacht bei 20°C statt, die
Zellernte erfolgte gemaf Kapitel 1115.1.1.

14.1.5 Hochzelldichtefermentation
Die Hochzelldichtefermentation stellt eine Standardmethode dar, mit der die Aus-

beute rekombinanter Proteine durch Steigerung der Zelldichte erhdht werden kann.
Der Grund hierfur liegt in dem Umstand begrindet, dass in E. coli exprimierte,
heterologe Proteine meistens intrazellular angehauft und nicht sezerniert werden,
weshalb die Proteinkonzentration proportional zur Zellkonzentration ist. Die
Erhdhung der Zellzahl erfolgt durch periodisches feeding der Losung mit Glucose. Ist
die dem Basismedium anfanglich in geringen Mengen zugesetzte Kohlenhydratquelle
verbraucht, beginnt der pH-Wert auf Grund eines Anstiegs der Konzentration von
Ammonium-lonen, die von den Zellen ausgeschieden werden, anzusteigen. Deshalb

wird das feeding gestartet, sobald eine Erhdhung des pH einsetzt (Lee, 1996).

In dieser Arbeit wurde die Hochzelldichtefermentation im 2 | Bioreaktor (Biostat B, B.
Braun International) durchgefuhrt. Als Vorkultur dienten 20 ml LBkan:cm. Die
Hauptkultur bestand aus 1 | Basismedium (vgl. Kapitel 3.1). Wahrend der
Fermentation wurde der pH durch automatische Titration mit Ammoniaklosung (25%)
und H,SO4 (4 M) bei pH 6,8 gehalten. AuRerdem wurde bei Bedarf Antischaum
zugegeben. Das feeding erfolgte mit konstanter Rate, das heil3t, es wurden nach
dem Start des Futterns bis zum Ende der Fermentation kontinuierlich 430 pl der
feeding-Losung pro Minute zugegeben, was einer Glucosekonzentration von

1,74 mmol/min entsprach.

—  Vorkultur: 20 ml LBkan+cm mit 10 pl einer Glycerinkultur animpfen — Inkubation bei
37°C und 220 rpm

- Vorbereitung des Fermenters laut Herstellerangaben (B. Braun International):
Einfillen des Basismediums, Eichen der pH-Elektrode, Autoklavieren des Fermenters
(40 min bei 121°C), Abkihlen und Zugabe der Antibiotika, Airflow auf 2 | einstellen,
Medium mit Luft begasen, Ruhrergeschwindigkeit: 200 rpm.
Nach 7 h Inkubation des Fermenters unter diesen Bedingungen: Eichen der pO,-
Elektrode (30 min: Airflow: 4 1, Rulhrergeschwindigkeit: 450 rpm, dann
Sauerstoffsattigung 99% einstellen). Start der Begasung mit O, bei automatischer
Regelung des Rihrers.

-~ Inokulation der Hauptkultur:

Animpfen mit der Vorkultur bis zu einer ODggo von 0,003. Inkubation bei 37°C.
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- Induktion:
Induktion durch Zugabe von 0,1 mM IPTG und 0,5 mg/ml L-Arabinose
(Endkonzentration) bei einer ODgog Von 20, Temperaturerniedrigung auf 28°C.

- Ernte der Zellen: Zellernte zu Beginn der stationdren Phase durch Zentrifugation bei
6100 x g und 4°C fiir 10 min.

15  Herstellung zellfreier Extrakte

15.1 Zellernte E. coli

Nach 24 h Wachstum erfolgte die Zellernte der in den Erlenmeyerkolben
gewachsenen Zellen. Dazu wurde die Zellsuspension in Zentrifugenbecher uberfuhrt
und 10 min bei 4000 x g (Evolution RC, Sorvall) zentrifugiert. 1 g Bakterienpellet
wurde anschlief3end in 4 ml (Ultraschall) bzw. 1 ml (French Press) 100 mM Kalium-
dihydrogenphosphatpuffer (pH 7) mit DNase | resuspendiert. Die Zellernte der in den
Mikrotiterplatten gewachsenen Zellen erfolgte nach 24 h durch zehnminitige
Zentrifugation bei 2000 rpm (Sigma 4K15, Rotor 11444, Braun) und 4°C.

15.1.1 Ultraschallaufschluss
Ultraschall fuhrt in Flissigkeiten zu schnellen Bewegungen, welche einen lokalen

Druckabfall und damit die spontanen Bildung von Dampfblasen verursachen. Diese
implodieren bei erneutem Druckanstieg und entwickeln dabei groRe Scherkrafte,
welche neben der starken Flussigkeitsbewegung selbst zur Zerstorung der Zell-
wande fuhren. Dabei kommt es auch zu starker Warmeentwicklung und Schaum-
bildung. Durch Kihlung muss dies vermieden werden, da ansonsten die frei
werdenden Proteine denaturiert werden (Sambrook et al 1989).

Resuspendierte Pellets aus 250 ml Kulturen finfmal 15s mit 22 microns im

Eiswasserbad beschallen

Zwischendurch Probe fur 30 s kihlen

Zellsuspension 10 min bei 23.000 x g (Evolution RC, Sorvall) zentrifugieren
Das die Zelltrtmmer enthaltende Pellet wurde zur spateren Quantifizierung der
inclusion bodies in 100 mM KH,PO,4 gelost und zusammen mit den Aliquots der

Aufreinigung in einer SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. Kapitel 18).
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15.1.2 Aufschluss mit Triton-X 100
Der Zellaufschluss in Mikrotiterplatten wurde mit Triton-X 100 durchgefuhrt, das in

seiner Eigenschaft als mildes Detergenz die Cytoplasmamembran angreift. Dadurch
wird das in der BL21Gold(DE3)pLysS Zelle befindliche Lysozym freigesetzt, das von
dem pLysS-Plasmid kodiert wird. Das Lysozym zerstort die 1,4-glykosidischen
Bindungen zwischen N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure im Peptido-
glykan der Zellwand, was letztlich zur Zelllyse flhrt.
Bei der nachfolgenden Hitzefallung wurde ein Grofteil der Fremdproteine entfernt.
Gleichzeitig wurden so Mutanten, die ihre Thermostabilitat eingebuf3t hatten, vom
Screening ausgeschlossen.

Mikrotiterplatte 10 min bei 4°C mit 2.000 rpm zentrifugieren

Pellets nach Zugabe von 100 yl 100mM KH,PO,-Puffer (pH 7,0) mit DNase | und

0,06 % Triton-X 100 resuspendieren

45 min bei 37°C auf Schattler (200 rpm) inkubieren

10 min Hitzefallung bei 80°C (Trockenschrank, Heraeus)

15 min bei 4°C mit 2.000 rpm zentrifugieren
Der Uberstand enthielt exprimierte P20x-Varianten und konnte ohne weitere
Aufreinigung einem Aktivitatstest bzw. Screening unterzogen werden (vgl. Kapitel
1119 bzw. 1120.2).

15.1.3 Aufschluss mit French Press
Die French Press besteht aus einem druckfesten Zylinder und einem Kolben, der

mit einem Auslass mit geringem Durchmesser versehen ist. Dieser Auslass kann mit
einem Reduzierorgan verkleinert bzw. verschlossen werden. Gibt man die
Zellsuspension in den vorgekuhlten Zylinder, verschliel3t den Auslass und Ubt mit
Hilfe des Stempels einen Druck von bis zu 2000 bar auf die Suspension aus, so kann
diese nach geringfiigigem Offnen des Ventils aus dem Zylinder entweichen. Beim
Durchfluss durch das Reduzierorgan erfolgt eine sehr starke Beschleunigung der
Zelllosung. Die auf die Zellen einwirkenden Scherkrafte der Flussigkeit an den
Ventilwanden, die Geschwindigkeitsanderungen des Fluids, die Turbulenz und die
Kavitation bewirken das Zerreillen der Zellwand. Damit thermische Einflisse durch
den hohen, auf die Suspension einwirkenden Druck nicht die Enzymstruktur
zerstoren, wurde die Druckzelle vor der Durchfuhrung bei 4°C aufbewahrt und die

Probe standig auf Eis kuhl gehalten.
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Der Aufschluss der Proben erfolgte mit Hilfe der French® Pressure Cell press
(Polytec GmbH). Insgesamt wurden die Zellsuspensionen je dreimal bei 120 MPa
passagiert und anschliel3end 10 min bei 20 000 x g und 4°C zentrifugiert.

16  Anreicherung der P20x

Alle weiterfUhrenden Beschreibungen der verschiedenen Aufreinigungsprotokolle
beginnen mit dem Uberstand, der nach Zellaufschluss und Zentrifugation erhalten
wurde. Die Aufreinigungen wurden mit Hilfe des FPLC-Systems Akta Purifier
(GE Healthcare) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte parallel bei 280 nm und bei
450 nm (UV900, GE Healthcare), wodurch sowohl alle Proteine zusammen als auch,
durch die Eigenabsorption des FAD, die P20x im Speziellen erfasst wurde.

Angeschlossen war der Fraktionensammler Frac950 (GE Healthcare).

16.1 Hitzefallung

Zum Ausfallen von hitzelabilen Fremdproteinen wurden mit Hilfe der Thermostabilitat
der verwendeten P20x-Varianten die Rohextrakte 10 min in einem 60°C warmen
Wasserbad inkubiert und danach 30 min bei 4°C und 23.000 x g zentrifugiert
(Sigmafuge 4K15, Rotor 12169, Braun). Der erhaltene klare Uberstand wurde zur

weiteren Aufreinigung eingesetzt.

16.2 Affinitatschromatographie an Nickelsepharose

Dieser Anreicherungsschritt erfolgte an 5 ml bzw. 1 ml Ni-Sepharose High Perfor-
mance-Saulenmaterial (GE Healthcare), welches Chelatgruppen mit gebundenen
Nickelionen (Ni**) tragt. Aminosduren wie Histidin bilden Komplexe mit Nickel und
anderen Metallionen. Modifiziert man Proteine mit einem zusatzlichen (His)s-tag, so
wird die Affinitat fiir Ni** gesteigert. Im Allgemeinen binden diese Fusionsproteine
wesentlich starker an das Saulenmaterial als andere Proteine, wie sie im E. coli-
Zellextrakt vorkommen. Die HisTrap-Saule wurde mit Bindepuffer aquilibriert und
nach dem Auftragen der Probe mit Bindepuffer gespult. Anschliel3end erfolgte die
Auswaschung unspezifisch gebundener Proteine mit 4% Elutionspuffer, was 20 mM
Imidazol entspricht. P20x wurde mit 100% Elutionspuffer entsprechend 500 mM

Imidazol eluiert. Die Fraktionsgréfie betrug 3 ml.
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16.3 Umpufferung mittels Gelfiltration

Zur weiteren Analyse der Varianten musste das im Elutionspuffer enthaltene Imidazol
entfernt werden, da dieses Salz bereits in moderater Konzentration beispielsweise
die Proteinbestimmung oder Isoelektrische Fokussierung stért. Dazu wurde eine mit
den entsprechenden Zielpuffern 100 mM KH,PO4 pH 7 (flr Proteinbestimmung) bzw.
H2Oq4q (Isoelektrische Fokussierung) aquilibrierte Gelfiltrationssaule (Q-Sepharose,
XK 26/20_G_25; 58,4 ml Saulenvolumen) verwendet. In diesen Puffern fand auch

der Lauf und die anschlie3ende Elution statt. Die Fraktionsgrofe betrug 8 ml.

17  Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der BCA Protein Assay Kit (Pierce)
eingesetzt. Es handelt sich um eine Modifikation der Lowry-Methode (Hartree 1972)
und beruht auf dem kolorimetrischen Nachweis eines violetten Bicinchonins&ure/Cu’-
Farbkomplexes, der durch die reduzierende Wirkung von Proteinen auf Cu?*-lonen
und anschlief3ender Inkubation mit Bicinchoninsaure entsteht (Redinbaugh & Turley
1986, Smith et al 1985, Wiechelman et al 1988).
Als Referenz wurde eine Eichgerade mit Rinderserumalbumin im
Konzentrationsbereich von 25 pg/ml bis 2000 pg/ml erstellt. Die Proben wurden
behandelt wie die Standards.

25 yl Eichgerade und 25 ul Probe pro Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte vorlegen

200 pl Arbeitslésung (BCA und Kupfersulfat im Verhaltnis 50:1) zugeben

Platte fir 30 min bei 37°C im Microplate Reader 680 XR (BioRad) inkubieren

Mikrotiterplatte bei 562 nm im Reader automatisch vermessen

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms Microsoft Excel.

18  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Reinheit der angereicherten P20x-Varianten wurde durch diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit einem engmaschigen Trenngel (pH 8,8)
und einem sauren, weitmaschigen Sammelgel (pH 6,8) Uberprift (Laemmli 1970,
Tulchin et al 1976). Unter denaturierenden Bedingungen lassen sich Proteine
aufgrund ihrer Masse in Polyacrylamidgelen trennen (Stryer 2003). Durch
Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die nicht-kovalenten Wechselwirkungen in

nativen Proteinen zerstort, Disulfidbricken durch die Zugabe von 3-Mercaptoethanol
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reduziert. Die SDS-Anionen bilden einen stark negativ geladenen Komplex mit dem
denaturierten Protein, dessen Ladung proportional zu Masse des Proteins ist.
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Proteinbanden im Gel durch

Coomassie-Blau sichtbar gemacht (Stryer 2003).

Trenngel 10%

Acrylamidstammldsung (40%) 250 mi
Trenngelpuffer 250 mi
H2Ogeion 5,00 ml
APS-Losung 50,0 ul
TEMED 5,00 ul
Sammelgel 5%

Acrylamidstammldsung (40%) 1,25 ml
Sammelgelpuffer 250 mi
H20O0deion 6,25 ml
APS-Ldsung 50,0 pl
TEMED 10,0 ul

18.1 Probenvorbereitung

Je 20 ul Probe mit 10 pl Probenpuffer versetzen

10 min im Wasserbad kochen

Proben mit 150 V (250 mA) auftrennen (Mini-Protean3 Cell, Serva)

Nach Eindringen der Proben in die Trenngele Stromstarke auf 200 V erhdhen

Trennung beenden, wenn Bromphenolblaubande das Gelende erreicht hat

18.2 Coomassie-Farbung

Bei der Coomassie-Farbung und Fixierung (Zehr et al 1989) werden die Proteine im
Gel gleichzeitig fixiert und gefarbt. AnschlieRend wurde solange entfarbt, bis das Gel
im Hintergrund der Proteinbanden farblos war (Weber & Osborn 1969a). Die

eingesetzte Proteinkonzentration lag bei 2 — 35 ug pro Bande.

Variante 1:
Gele 2 h in Fixierer/Farbelésung bei RT auf Kippschuttler (GFL) inkubieren

Gele mit Fixierer entfarben, dabei alle 30 min Lésungswechsel
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Variante 2:
Gele mit Fixierer/Farbeldésung bedecken
Gele fir 3 x 30 s bei 360 Watt in der Mikrowelle (FM411, Moulinex) inkubieren

Gele mit Fixierer entfarben, dabei alle 30 min Lésungswechsel

18.3 Quantifizierung der Proteinbanden

Das Massenverhaltnis der Proteinbanden wurde mittels quantitativer Densitometrie
bestimmt, um das Verhaltnis von Idslicher P20x im Rohextrakt zu unldslichen
inclusion bodies im Zellpellet zu ermitteln. Bei einer mit Coomassie gefarbten Bande
ist die Farbdichte (Farbmenge pro Flacheneinheit) proportional zu ihrem
Proteingehalt (Weber & Osborn 1969b). Die Berechnung und Auswertung erfolgte
mit Hilfe der Software QuantityOne® (BioRad).

19  Bestimmung der P20x-Aktivitat

19.1 ABTS-Assay nach Danneel (1990)

Die P20x katalysiert die Oxidation einer Reihe von Kohlenhydraten zu ihren ent-
sprechenden 2-Keto-Derivaten. Dabei findet ein Elektronentransfer vom jeweiligen
Substrat auf ein Sauerstoffmolekil unter Bildung von Wasserstoffperoxid (H20;)
statt. Da die Bildung von H20, stochiometrisch erfolgt, kann sie als Grundlage fur ein
photometrisches Testverfahren eingesetzt werden (Danneel 1990). Dazu wird im
Rahmen einer Indikatorreaktion das Chromogen ABTS eingesetzt. Es stellt ein rever-
sibles Oxidationssystem dar, das zweifach oxidiert werden kann. Bei einem ersten
Elektronenubergang entsteht ein grines Radikalkation, bei einer weiteren Oxidation
kommt es zur Bildung des violetten Azodikations. ABTS wird mit H,O, und dem
Enzym Peroxidase zu Wasser und dem griinen Radikalkation ABTS" umgesetzt,
dessen Absorption bei 420 nm gemessen werden kann. Dabei entstehen pro
Substratmolekiil zwei Molekiile ABTS". Der Einsatz des Testverfahrens erfolgte unter
Standardbedingungen (30°C, pH 7,0 in 100 mM KH,PO4-Puffer).

v

Keto-Derivat + H,O»

Reaktionsschema: Substrat + O,

2 ABTS + H,O, + 2H" 2 ABTS" + 2 H,0

v
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Die photometrischen Messungen wurden in 1 ml-Kunststoffklivetten der Schichtdicke
1 cm im Spektralphotometer (Shimadzu UV-120-02) durchgefuhrt. Der Kivetten-
block, sowie die Zuckerlosungen wurden auf 30°C aufgeheizt. Die Bildung von
grinem ABTS® wurde als Extinktionszunahme bei 420 nm mit einem Schreiber
(BD 44, Kipp & Zonen) erfasst.

19.2 Berechnung der Volumenaktivitat und der spezifischen Aktivitat

Die Bestimmung der Volumenaktivitat der P20x basierte auf dem Umsatz von D-
Glucose, dem bevorzugten Substrat der P20x, mit dem eine Standardisierung des
ABTS-Tests (vgl. Kapitel 1119) fur die verschiedenen P20x-Varianten moglich ist.
Eine Messung unter vmax, der hochst moglichen Reaktionsgeschwindigkeit, wurde
durch die hohe Konzentration des eingesetzten Substrats (1 M) gewahrleistet. Die
Berechnung der Volumenaktivitat der P20x, ausgedrickt in U/ml oder in
pmol-min™ml™", wurde nach folgender Formel berechnet (Bergmeyer & Gawehn
1977):

AE*V,

v, kenrdxix2

Volumenaktivitdt (U / ml] =

1 Unit = die Menge an Enzym, die 1 ymol Substrat pro Minute umsetzt

AE/min = Extinktionsanderung bei 420 nm pro Zeiteinheit [min'1]

Vi = Volumen Kivette [ml]

vp = Volumen Probe [ml]

t = Zeit [min]

d = Schichtdicke der Kiivette [cm]

€ = mol. Extinktionskoeff. ABTS = 43,2 [ml pmol” cm™"] (Michal et al 1983)

Faktor 2 = pro Molekiil D-Glucose entstehen zwei Molekiile ABTS”

Die spezifische Aktivitat eines Enzyms beschreibt das Verhaltnis aktiven Enzyms
zum Gesamtproteingehalt einer Probe und ist somit Mal® sowohl fir die Reaktivitat
einer Variante als auch fiur ihre Reinheit. Ausgedriickt wird dieses Mal als U/mg,

seine Einheit ist ymol-min™.mg™.

19.3 P20x Assay mit p-Benzochinon

Beim Einsatz in Biokonversionen wird das von der P20x gebildete H,O, von der

zugegebenen Katalase wieder zu Sauerstoff und Wasser abgebaut und kann daher
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nicht im ABTS-Test erfasst werden (Kujawa et al 2007). Um die Aktivitat der P20x
wahrend und nach einer Biokonversion zu verfolgen, wird daher ein Assay
verwendet, bei dem die Elektronen direkt auf ein Chinon uUbertragen werden. Im Falle
des 1,4-p-Benzochinons entsteht dabei das korrespondierende Hydrochinon, wobei
das Chinon durch ein Substratmolekll stéchiometrisch zweifach reduziert werden
kann. Diese Reaktion kann anhand einer Absorptionsabnahme bei 325 nm bzw.
einer Zunahme bei 290nm verfolgt werden. Der Test erfolgte unter
Standardbedingungen (30°C, pH 6,5 in 100 MM KH;PO,4), wobei das Chinon
gesattigt eingesetzt wurde (2 mM Kivettenkonzentration). Die photometrischen
Messungen wurden in 1 ml-Quarzkuvetten der Schichtdicke 1cm im
Spektralphotometer (Shimadzu UV-120-02) durchgefuhrt. Der Kuvettenblock, sowie
die Zuckerldsungen wurden auf 30°C aufgeheizt. Die Bildung von Hydrochinon
wurde als Extinktionszunahme bei 290 nm bzw. -Abnahme bei 325 nm mit einem
Schreiber (BD 44, Kipp & Zonen) erfasst. Die Berechnung der Volumenaktivitat
erfolgte analog zu Kapitel 19.2, wobei ein Extinktionskoeffizient fir p-Benzochinon
von €325nm = 0,13 mM" cm™ und fiir Hydrochinon von ¢€zgonm = 2,24 mM™?' cm™

ermittelt und zur Berechnung verwendet wurde.

20 Screening nach verbesserten Enzymvarianten

Um das error prone-PCR-Produkt (vgl. Kapitel 1I18) nach verbesserten P20x-Va-
rianten zu durchsuchen, wurde es gefallt (vgl. Kapitel 116.5) und in den Expressions-
vektor pET-24a(+) kloniert (vgl. Kapitel 119.1). Elektrokompetente BL21Gold(DE3)
pLysS-Zellen wurden mit dem vollstadndigen Ligationsansatz transformiert (vgl. Ka-
pitel 1112.1). Das Screening fand unter Einsatz von 96 Well-Mikrotiterplatten
(Greiner BioOne) statt, um madglichst viele Kolonien gleichzeitig auf ihre relative

Aktivitat bezlglich verschiedener Substrate zu testen (vgl. Kapitel 115.2 und 1114.1.2).

20.1 Induktion der P20x Produktion

Nach 2 h Wachstum der Bakterien bei 37°C und 200 rpm wurde die P20x-Produktion
durch Zugabe von 20 ul IPTG-Lésung/Well induziert (Endkonzentration 1 mM). Die
Mikrotiterplatten wurden 24 h bei 20°C und 200 rpm inkubiert (Rotationsschuttler
GFL 3020) (vgl. Kapitel 1114.1.2). Der Zellaufschluss in Mikrotiterplatten erfolgte
durch Zelllyse mit Triton-X 100 und zelleigenem Lysozym (vgl. Kapitel 1115.1.2).
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20.2 ABTS-Test im MikrotiterplattenmaRBstab

Im Mikrotiterplattentest wurde die klare Enzymlosung des hitzegefallten Zelllysats
eingesetzt. Als Substrate dienten D-Glucose (Bezugswert), Galactose, Arabinose und
2-Desoxy-D-glucose. Die spektrophotometrische Vermessung der Mikrotiterplatten
fand mit dem Microplate Reader 680 XR (BioRad) und der zugehérigen Software
Microplate Manager (BioRad) statt.

Tabelle 16: Mastermix (fiir eine 96 Well-Mikrotiterplatte). Die Zugabe der Peroxidase-
I6sung zum Mastermix erfolgte unmittelbar vor dem Reaktionsstart.

Reaktionskomponente Volumen [ml] Endkonzentration im Well

ABTS-Ldsung 15,6 2mM
Substratlésung 2,0 100 mM
Peroxidaselosung 0,4 20 U/ml

Fur die Messung wurden in leere Mikrotiterplatten pro Well 20 pyl der Enzymlosung
(Uberstand nach Hitzeféllung, vgl. Kapitel 1115.1.2) vorgelegt und 180 pl des
jeweiligen Reaktionsmixes zugegeben. Die Platten wurden sofort in den auf 30°C
vorgewarmten Reader gestellt und die Messung bei 420 nm gestartet. Der
Extinktionswert eines jeden Wells wurde vom Reader mit einer 8-Kanal
Detektionseinheit Uber einen Zeitraum von 3 min alle 15 s automatisch gemessen
und gespeichert. Die Rohdaten wurden anschlieend mit dem Programm Microsoft

Excel bearbeitet.

20.3 Auswertung der photometrischen Daten

Da ein linearer Zusammenhang zwischen Extinktionsanderung (AE) und Zeit (t) be-
steht, lasst sich die Extinktionsanderung pro min fur jedes Well Gber die Berechnung
der Geradensteigung ermitteln. Die resultierenden Werte wurden in einer Tabelle als
relative Enzymaktivitaten dargestellt. Dabei wurde D-Glucose eine Aktivitat von 100%
zugeordnet, die Werte der anderen Zucker wurden dazu in Bezug gesetzt, weil die
absoluten Aktivitaten der einzelnen P20x-Varianten fur die jeweiligen Substrate da-
bei nicht direkt untereinander verglichen werden konnten, da die Enzymkonzentration
in den Wells nicht genormt vorlag. Vielversprechende Varianten wurden selektiert,

angezogen und exprimiert.
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21 Biochemische Charakterisierung der P20x-Varianten

21.1 Erstellung von Strukturbildern der P20x

Bilder und Ausschnittsbilder aus der P20x-Struktur und virtuelle Mutationen wurden
anhand der Strukturdaten der P20x aus Peniophora sp. (Bannwarth et al 2004) mit
dem Swiss-PdbViewer Version 3.7 (Guex & Peitsch 1997) und der Modelling-
Software YASARA Version 7.9.3 erstellt (Krieger et al 2002).

21.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Bei der isoelektrischen Fokussierung werden Proteine aufgrund ihres relativen Ge-
halts an sauren und basischen Resten elektrophoretisch aufgetrennt (Stryer 2003).
Der isoelektrische Punkt (pl) eines Proteins ist derjenige pH-Wert, bei dem die
Nettoladung und die elektrophoretische Beweglichkeit des Proteins gleich Null ist. In
einem pH-Gradienten in einem Gel ohne SDS-Zusatz wandert jedes aufgetragene
Protein so weit, bis es eine Position im Gel erreicht hat, die seinem pl entspricht. Den
pH-Gradienten des Gels stellt man durch Elektrophorese eines Gemischs von
Polyampholyten, kleinen vielfach geladenen Polymeren mit unterschiedlichen pl-
Werten, her. Mit der IEF kann man Proteine trennen, deren pl-Werte sich nur um
0,01 pH-Einheiten unterscheiden (Radola 1980). Im Vorfeld wurden alle in
Elutionspuffer mit Imidazol gelagerten Proben zur Entsalzung durch mehrfache
Zentrifugation Uber Zentrifugalkonzentratoren (Vivaspin 15R, Sartorius) bzw.
Gelfiltration (vgl. Kapitel 1116.3) in Wasser umgepuffert. Als Gele dienten Servalyt
Precotes pH 3-10 (150 um, 125 mmx 125 mm, Serva) und als Marker
Proteinstandard P9 (IEF-Marker 3 — 10, Serva, vgl. Abbildung 58).

Proben in HyOgeion umpuffern

Vorfokussierungsbedingungen: low range, Ugrenze = 2.000 V, Pgrenze = 6 W (IEF Multi-

phor II, LKB Bromma); bis U = 500 V

Proben auftrennen

Gel nach Erreichen der Spannungskonstanz (max. 2.000 V) fur mindestens 20 min in

200 ml TCA inkubieren

Gel 1 min mit 200 ml Entfarbeldsung waschen

Gel 5 - 7 min in Farbeldsung inkubieren

Gel 10 min in Entfarbelosung entfarben, dann 10 min in frischer Entfarbelésung

waschen
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21.3 Bestimmungen der K,-Werte und Berechnung von k.

Die Michaelis-Konstante Ky, ist ein fur Enzym und Substrat charakteristischer Wert,
der von GroRen wie pH, Temperatur, Sauerstoffsattigung etc. abhangig ist. Er
entspricht der Substratkonzentration [S], bei der die Reaktionsgeschwindigkeit v die
Halfte ihres Maximalwertes vinax erreicht. Die drei Grof3en sind Uber die Michaelis-
Menten-Gleichung miteinander verknupft (Stryer 2003).

Verschiedene Enzymkonzentrationen wurden auf ihre Aktivitat gegenlber ver-
schiedenen Substraten getestet. Dafur wurden bei 30°C Vierfachbestimmungen der
jeweiligen Substratkonzentration mit Hilfe des ABTS-Tests gemessen, der Mittelwert
bestimmt und nach der Reaktionsgeschwindigkeit aufgelost. Die graphische
Darstellung erfolgte in Lineweaver-Burk-Diagrammen. Anhand der Geradengleichung
konnte der Kn-Wert berechnet werden. Aus den Vierfachbestimmungen der
verschiedenen Enzymkonzentrationen wurde eine Standardabweichung ermittelt.

Da Pyranose-2-Oxidasen ihre maximale Reaktionsgeschwindigkeit nur unter
Sauerstoffsattigung erreichen und die verwendeten P20x-Varianten bei pH 7 einen
Kn fur Sauerstoff von 0,3 mM besitzen, kann unter einer maximalen O,-Sattigung der
Reaktionslésung von 0,24 mM (ausgehend von Normaldruck und einer maximalen
Ldslichkeit von 7,6 mg/l bei 30°C in H,0) vmax nicht erreicht werden. Es handelt sich
daher bei den errechneten Werten um apparente Kn-Werte.

Der kca-Wert (auch Wechselzahl oder turnover number) berechnet sich aus der
spezifischen Aktivitat Vimax [umol*min”*mg™"] (vgl. Kapitel 1119.2) multipliziert mit dem
Molekulargewicht [g/mol], wobei Vnax zu folgenden Einheiten umgerechnet werden

muss: [mol*s™*g™"]. Dann gilt:

Vo ¥ MW _gxmol_|_ K .t [s"] und &{L} = katalytische Effizienz
g*mol *s K |M=s

m

Die Auswertung der Daten dieser und der folgenden Tests zur Charakterisierung

erfolgte mit Hilfe des Programms Microsoft Excel.

21.4 Temperaturstabilitat

Die Stabilitat des Enzyms bei einer bestimmten Temperatur wurde innerhalb einer
Stunde gemessen. Das Enzym wurde im 100 mM KH,PO4-Puffer verdinnt und seine
Aktivitat vor Inkubationsstart mit dem ABTS-Test gemessen. Dann wurde die Probe

bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. Wahrend der ersten 15 min fand alle
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5 min ein Aktivitatstest mit 1 M D-Glucose statt. Danach wurden alle 15 min

Messungen durchgefuhrt. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmungen verifiziert.

21.5 pH-Stabilitat

Fir die Bestimmung ihrer pH-Stabilitat wurden die P20x-Varianten in verschiedenen
Puffern (vgl. Kapitel 114) von pH 3,0 bis pH 13,0 bei 30°C tber 30 min inkubiert. Die
Aktivitat zum Zeitpunkt des Starts der Inkubation und die Restaktivitat [%] nach
30 min Inkubation wurden mit dem Standard-ABTS-Test gemessen und miteinander

verglichen. Alle Messwerte stellten Doppelbestimmungen dar.

21.6 pH-Optimum

FUr die Bestimmung der pH-Optima der P20x-Varianten wurden in getrennten
Ansatzen mehrere 1 M D-Glucose- sowie ABTS-LOsungen unter Verwendung
verschiedener Puffer (vgl. Kapitel [14) hergestellt. Die Puffer deckten den Bereich von
pH 3,0 bis 13 ab. Die Verdinnung der Enzymldsung erfolgte ebenfalls in dem
jeweiligen Puffersystem. Die jeweils hochste Aktivitat wurde als 100% angenommen
und mit den restlichen Aktivitaten ins Verhaltnis gesetzt. Die Messungen erfolgten

nach dem Prinzip des ABTS-Tests und sind Doppelbestimmungen.

22 Biokonversion

Biokonversionen mit P20x-Varianten fanden unter Begasung mit reinem Sauerstoff
(250 ml/min) in 100 ml (Metrum) Dbei Ruhr-

geschwindigkeit von 400 rpm und 22°C statt. Es wurden je nach Fragestellung

einem Titrationsgefal® einer

unterschiedliche Volumina, Konzentrationen und Puffer gewahlt (vgl.Tabelle 17).

Tabelle 17: Reaktionsansatze fiir die Konversion verschiedener Zucker.

Substrat Konzentration [mM] | Volumen [ml] | Katalase (Sigma) [U] | P20x [U]
D-Glucose 500 15 18000 12
L-Sorbose 1000 2000 4000000 1800

- 600 500 1000000 1000
2-Desoxy-D-glucose | 100 10 80000 5
6-Desoxy-D-glucose |250 100 180000 50

- 250 10 18000 5
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Die quantitative Analyse der Endprodukte und der zu verschiedenen Zeitpunkten
gezogenen Proben erfolgte mit HPLC. Die Reaktionsprodukte wurden von den
Proteinen mit Ultrafiltration durch eine YM10-Membran (Amicon) getrennt, Proben
wurden mit Vivaspin 500- Ultrafiltrationseinheiten (10000 MWCO, Sartorius) filtriert.

22.1 Produktreinigung

Im Anschluss an die Ultrafiltration wurden die Reaktionsprodukte in Rundkolben bei -
70°C gefroren und im Lyophilisator Alpha 1-4 LDgyus (Christ) getrocknet.

Hygroskopische Produkte wurden am Anschluss unter Vakuum bei 4°C aufbewahrt.

22.2 Produktbestimmung durch HPLC

Die Bestimmung des Substratumsatzes und der Produktbildung erfolgte mit Hilfe von
HPLC an einer H*- oder Ca**-beladenen Saule (Rezex ROA-Organic Acid H* bzw.
Rezex RCM Monosaccharide Ca®* 300 x 7,8 mm, Phenomenex), welche auf 80°C
temperiert war. Als isokratischer Eluent diente H2Omiipore Mit einer Flussrate von
0,25 - 0,5 ml/min. Die Detektion erfolgte mit einem auf 35°C temperierten
Brechungsindexdetektor (Beckmann 156 Refractive Index Detektor), an den ein
Integrator (Shimadzu C-RCA Chromatopac) angeschlossen war. Anhand der
Retentionszeiten und der integrierten Peakflachen der eingespritzten Zucker-
standards (5 — 50 mM) konnte der Anteil von Produkt und Substrat bestimmt werden.
Proben wurden filtriert (Vivaspin 500, 10000 MWCO, Sartorius) und mit H>Oq4q auf

maximal 10 mM verdinnt.

22.3 Produktbestimmung durch Diinnschichtchromatographie (DC)

Durch DC-Analytik wurden die Reaktionsprodukte der Umsatze mit 2- und 6-Desoxy-
D-glucose identifiziert. Hierzu wurden beschichtete Aluminiumfolien (Kieselgel 60,
Merck) verwendet, auf denen sich die Substanzen bei Kammersattigung aufsteigend
im FlieBmittel trennten (Brechtel 1995). Dazu wurden 3 pl gefilterte Probe (Nanosep
10K Omega Saulen, Pall) des jeweiligen Umsatzes aufgetragen. Als FlieBmittel
wurde ein Gemisch aus Phenol und Wasser (4:1) bzw. Aceton, Butanol und Wasser
(4:5:1) verwendet. Nach Beendigung der Trennung wurden die DC-Aluminiumfolien
getrocknet und anschlieRend mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin (Huwig et al 1994) bzw.
p-Anisaldehyd-Sprihreagenz  entwickelt. 2,4-Dinitrophenylhydrazin  bildet bei
Raumtemperatur mit Aldehyden und Ketonen ein gelbes Hydrazon, durch Zufuhrung
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von Hitze kommt es zur Osazonbildung. p-Anisaldehyd bildet mit Aldehyden und
Alkoholen nach Erhitzen einen violetten Niederschlag, welcher nach wenigen
Sekunden >100°C verkohlt.

22.4 Produktbestimmung durch NMR

Die so genannte kernmagnetische Resonanz (engl. nuclear magnetic resonance,
NMR) entsteht, wenn Atomkerne, die einen Spin (Eigendrehimpuls) aufweisen (z.B.
'H, B3¢, "N, *'P), einem statischen Magnetfeld ausgesetzt und gleichzeitig mit einem
zweiten, oszillierenden Magnetfeld konfrontiert werden. Bei einem bestimmten Wert
dieses zweiten oszillierenden Magnetfeldes treten die Kerne in Resonanz und
wechseln die Ausrichtung ihres Spins. Dies wird in der NMR-Spektroskopie in Form
der Resonanzabsorption gemessen. Da die Resonanzabsorption vom Atomtyp und
der chemischen Umgebung einer Probe abhangig ist, liefert sie Informationen Uber
die Struktur einer Substanz (Purcell et al 1946).

Zur Identifizierung der Produkte und zur Bestimmung des Reinheitsgrads wurden von
den verwendeten und gebildeten Zuckern Proben auf einem 500 MHz NMR-
Spektrometer (Bruker Avance 500/ Bruker DRX 500) analysiert. Dazu wurden 20 mg
jeder Probe in schwerem Wasser (D,O) geldst. Die aufgenommenen *C und 'H-

Spektren wurden mit den Literaturwerten abgeglichen (Freimund et al 1998).

23  MALDI-TOF MS

Um das Oxidationsverhalten der P20x vorallem vor und nach Einsatz in Bio-
konversionen zu beobachten, wurde das Enzym sequenzspezifisch fragmentiert (vgl.
Kapitel 1123.1.1 und 23.1.2) und diese Fragmente massenspektrometrisch
aufgetrennt und mit ihren in silico erstellten Aquivalenten verglichen. Anhand der
detektierten Fragmentmasse sollte so festgestellt werden, in welcher Situation und

an welchen Aminosaurepositionen es zu Oxidationen kommt.
23.1 Fragmentierung der P20x durch Proteaseverdau

23.1.1  Trypsinverdau
Die Endopeptidase Trypsin schneidet Proteine selektiv hinter Lysin, Arginin und

modifizierten Cysteinen. Sie weist entsprechend ihrem naturlichen Ursprung im

Dudnndarm bei pH 8 - 9 die hochste Aktivitat auf, weshalb der Verdau bei pH 8 in
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20 mM NH4(COs3), durchgeflhrt wurde. Die Bestandteile des Puffers verflichtigen
sich bei der Kristallisierung der Probe und stellen somit keinen Storfaktor fur die
Messung dar. Vor dem Verdau wurde die P20x in NH4(COs3), umgepuffert (vgl.
Kapitel 1116.3). Im Anschluss wurden 30 pl der Proteinldsung (2 pg/pl) mit 1 ul
Trypsin fur 16 h bei 37°C auf einem Schuttler (Multitron) inkubiert. Der Verdau wurde
durch Inkubation bei -20°C gestoppt.

23.1.2 Pepsinverdau
Die aus dem Schweinemagen stammende saure Endopeptidase Pepsin A spaltet

Peptidbindungen vorrangig C-terminal der Aminosauren Phenylalanin, Leucin und
Glutamat und weist ihre hochste Aktivitat im Bereich von pH 1,3 bis 3 auf.

Darum wurde die P20x zunachst in 20 mM NH4(COs3), der pH-Stufen 1,3 und 2,3
umgepuffert, im gleichen Puffer wurde auch das an Agarosekigelchen immobilisierte
Pepsin gemall Herstellerangaben (Pierce) aquilibriert. 250 ul der Proteinldésung
(2 pg/pl) wurde mit 125 pl Pepsin fur 16 h bei 37°C und 220 rpm im Schuttler
(Multitron) verdaut. Danach wurde das Pepsin durch 10-minltige Zentrifugation bei

13000 rpm sedimentiert und der Uberstand mit verdauter Proteinprobe abgetrennt.

23.1.3 Aufnahme der Massenspektren
Die Massenbestimmung mittels MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/ lonisation)

beruht auf der Erzeugung von lonen, welche im Hochvakuum durch Anlegen eines
elektrischen Feldes beschleunigt werden. Mit Hilfe eines Flugzeitanalysators (time of
flight, TOF) kénnen sie erfasst und analysiert werden. Die Probe wird hierzu in einem
Kristallgitter eingebettet, welches den gréf3ten Teil der Laserenergie absorbiert und
einen geringeren Teil davonauf den Analyt Ubertragt. So werden lonen erzeugt und
in einem elektrischen Feld beschleunigt, wobei alle gleich geladenen lonen die selbe
Energie erhalten. Nach Verlassen der Flugrdohre besitzen die lonen abhangig von
ihrer Masse verschiedene Geschwindigkeiten. Nach Eichung mit Referenz-
substanzen bekannter Masse lasst sich die Masse der Probensubstanz anhand ihrer
Flugzeit bestimmen.

Die Analysen wurden mit einem MALDI-TOF MS/MS 4800 Massenspektrometer
(Applied Bioscience) mit einem Neodynlaser zur lonenerzeugung durchgefihrt. Die
Datenerfassung erfolgte im positive reflection mode. Die Peptidproben (vgl. Kapitel
[123.1.1 und 23.1.2) wurden 1:1 mit einer Sinapinsdurematrix gemischt und auf dem

Target auskristallisiert. Die aus der Messung erhaltenen Massenpeaks wurden mit
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den Massenfingerprints verglichen, die zuvor durch in silico-Verdau erstellt wurden

(MS Mascot, University of California).
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L Experimente und Ergebnisse

In vorangegangenen Arbeiten wurde aus dem Weil¥faulepilz Peniophora gigantea
eine Pyranose-2-Oxidase kloniert, rekombinant exprimiert und gentechnisch
verbessert (Bastian et al 2005). Zudem wurde das Enzym bereits durch error prone-
PCR fur die Konversion des seltenen Zuckers 2-Desoxy-D-glucose verbessert sowie
Mutageneseexperimente als Vorversuche zur Thermo- und Sauerstoffstabilitat
durchgefuhrt (Dorscheid 2005). Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun die Optimierung
des Enzyms fur 2-Desoxy-D-glucose und weitere seltene Zucker bis zur Herstellung
der Produkte in Form von Feststoffen fortgeflhrt, sowie die Expression der P20x
durch Erhohung ihrer Loslichkeit und der Expressionsbedingungen verbessert
werden. Ein weiteres Ziel war es, die Inaktivierung durch Sauerstoff zu untersuchen

und das Enzym durch gezielte Mutagenese zu stabilisieren.

1 Gerichtete und Zufallsmutagenese zur Substratoptimierung

Die P20x aus Peniophora gigantea setzt Zucker wie die 2-Desoxy-D-glucose, die
keine Oxidation an der bevorzugten C2-Position erlauben, mit einer vergleichsweise
geringen Affinitat um. Ahnliches gilt auch fir weitere Abweichungen von der Struktur
des Hauptsubstrates, der D-Glucose, wobei die raumliche Anordnung der
Hydroxylgruppen eine entscheidende Rolle spielt (vgl. Abbildung 6). Da gerade die
Produkte der Oxidation dieser ungewdhnlichen Zucker interessante Intermediate fur
die Kohlenhydratfeinchemie und die Synthese seltener Zucker darstellen, wurde
bereits in einer vorangegangenen Arbeit versucht, mit Hilfe von Zufallsmutagenese
die Affinitat zu 2-Desoxy-D-glucose zu verbessern (Dorscheid 2005). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollte ausgehend von P20xB2H als Template die Optimierung
fur dieses Substrat fortgefuhrt und auf L-Arabinose und D-Galactose erweitert

werden.
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Abbildung 6: Ringform der wichtigsten Substrate der P20xB2H mit Angabe der
relativen Enzymaktivitat in %, bezogen auf D-Glucose.

1.1 Error prone-PCR: Gerichtete Evolution der P20xB2H

Zur Einfuhrung zufalliger Mutationen in das in pET24a(+)-klonierte Gen der
P20xB2H wurde die error prone-PCR verwendet, deren Prinzip auf der naturlichen
Fehlerrate der eingesetzten Tag-Polymerase beruht (vgl. Kapitel 118). Da mit
steigender Mutationsrate die Wahrscheinlichkeit sinkt, in einem Enzym eine
Vorteilsmutation zu generieren (Arnold & Moore 1997), wurden die PCR-
Bedingungen durch Variation der MgCl,- und MnCly-Konzentration auf eine
statistische Mutationsrate von 1-3 bp/1 kb eingestellt (vgl. Kapitel 118), was durch
stichprobenartige Sequenzanalyse bestatigt wurde (vgl. Kapitel 1113). Die beste
Mutationsrate mit ausreichend PCR-Produkt fur die folgende Klonierung wies eine
Kombination von 0,6 mM MgCl, mit 0,195 mM MnCl, auf. Bei geringeren
Konzentrationen kam es vermehrt zum Auftreten unmutierter Gene in der
Variantenbibliothek, bei hoheren Salzgehalten wurde die Aktivitat der Tag-
Polymerase soweit gestort, dass nicht mehr ausreichend PCR-Produkt gebildet
wurde. Eine Variation der dNTP-Verhaltnisse fuhrte nicht zu einer signifikanten

Erh6hung der Mutationsrate.
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Klonierung und Transformation

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden gemaR Kapitel 116.2 restringiert, in pET24a(+)
kloniert (vgl. Kapitel 119) und in elektrokompetente Zellen des Stammes
E.coli BL21Gold(DE3)pLysS transformiert (vgl. Kapitel 1112). Dieser Stamm wurde
gewahlt, um einen Aufschluss im Mikrotiterplattenmalistab zu erleichtern (vgl. Kapitel
[114.1.3 und 1115.1.2), da das exprimierte Lysozym durch Inkubation mit Detergenz-

haltigem Puffer die Zellen zur Lyse bringt und so die tUberexprimierte P20x freisetzt.

Kolorimetrisches Screening

Von den Transformanten wurden Masterplatten angefertigt, welche nach Erreichen
einer ausreichenden Zellmasse in Mikrotiterplatten umgeimpft und induziert wurden
(vgl. Kapitel 1114.1.3, 1115.1.2). Die von den erhaltenen Transformanten exprimierten
P20x-Varianten sollten nach solchen untersucht werden, deren Substratumsatz im
Vergleich zur P20xB2H verbessert war. Das Screening erfolgte im medium
throughput-Verfahren in 96-Well-Platten mit Hilfe des ABTS-Tests (vgl. Kapitel
[120.2). Mit diesem kolorimetrischen Test kann die nach Zellaufschluss erhaltene
Enzymsuspension indirekt durch Nachweis des bei der Oxidation der Substrate
entstehenden H,O, auf ihre relative Aktivitat hin Uberprift werden. Hierbei wird das
Chromogen ABTS von H,O; und in der Screeninglésung enthaltener Peroxidase zu
dem griinen Radikalkation ABTS" umgesetzt, welches bei 414 nm mit Hilfe eines
automatischen Readers photometrisch vermessen werden kann (vgl. Kapitel 1119,
[120). Als Referenz diente hierbei jeweils eine identische Replikaplatte, die mit D-
Glucose als Substrat vermessen wurde. Die Aktivitaten der jeweiligen Wells wurden
prozentual aufeinander bezogen, da es bei diesem Screening nicht maoglich ist, in
jedem Well die gleiche P20x-Konzentration zu gewahrleisten. Abbildung 7 zeigt
exemplarisch zwei Mikrotiterplatten nach dem Standardtest. Der Vergleich zwischen
beiden Platten zeigt eine deutliche Diversitat in der Variantenbibliothek. AuRerdem
fallt auf, dass einige Klone beiden Substraten gegenuber keine Aktivitat aufweisen.
Dies weist auf inaktives Enzym, ligationsdefiziente Klone oder mangelndes

Wachstum hin, daher wurden solche Klone verworfen.
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Abbildung 7: ABTS-Test im 96-Well-Format. Getestet wurden P20xB2H-Varianten im
Standard-ABTS-Verfahren mit 100 mM Substratidsung/Well. A) D-Glucose; B) 2-Desoxy-D-
glucose. Als Kontrolle diente P20xB2H (rote Markierung).

Die Auswertung des Verhaltnisses von D-Glucose zu den Targetsubstraten 2-
Desoxy-D-glucose, L-Arabinose und D-Galactose erfolgte in MS Excel (Daten nicht

gezeigt).

111 Ergebnisse des kolorimetrischen Screenings
Es wurden 4320 Klone mit Hilfe des kolorimetrischen Screenings getestet. Davon

zeigten 14 Varianten eine verbesserte relative Aktivitat gegenuber einem oder
mehreren Targetsubstraten und wurden daher zur weiteren biochemischen Selektion
angereichert. Die Auswahl wurde dabei auf 2 Kandidaten eingeschrankt, indem
Varianten mit allgemein verschlechterten katalytischen Eigenschaften verworfen
wurden. Die Varianten wurden nach Screeningrunde (z.B. ep2), Masterplatte (z.B.
XIB) und Wellnummer (z.B. D2) benannt. Die K-Werte der isolierten Varianten sind
in Tabelle 18 dargestellt. Aufgrund der verbesserten Kn-Werte fur D-Galactose
(ep2VIA4), L-Arabinose (ep2VIB2) und 2-Desoxy-D-glucose wurden beide Varianten

zur naheren Charakterisierung herangezogen.
Tabelle 18: Relative Aktivititen und K,-Werte selektierter P20x-Varianten. Die K-

Werte wurden mittels ABTS-Test bei verschiedenen Substratkonzentrationen gemessen und
durch Auftragung im Lineweaver-Burk-Diagramm bestimmt.

Relative Aktivitaten [%] Kn-Werte [mM]
Substrat B2H ep2VIA4 ep2VIB2 | B2H ep2VI A4  ep2VIB2
Glucose 100 100 100 0,4 0,4 0,5
D-Galactose 10 19,5 10 6,1 3,4 55
L-Arabinose 2,7 2,6 4.6 25 30 16
2d-D-Glucose 16 14 14 99 41 43
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1.1.2 Anreicherung und Charakterisierung der P20xB2H-Varianten
Die P20xB2H-Varianten wurden exprimiert und gemaf Kapitel 1114.1.1, 1115.1.1 und

116 nach einem Hitzeschritt und Ni-Sepharose-Affinitatschromatographie aufge-
reinigt (vgl. Abbildung 8). In Tabelle 19 und Tabelle 20 sind die Anreicherungen der
Enzyme aus einer 250 ml-Schuttelkultur dargestellt, die Aktivitatsmessungen fanden

hier und bei allen folgenden Reinigungen mit D-Glucose statt.
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Abbildung 8: Anreicherung der P20x an Nickelsepharose. Absorption bei 280 nm (blau),
Absorption bei 450 nm (rot), Leitfahigkeit (schwarz), Stufengradient (griin). Die P20x-
Aktivitat wurde in 2 ml-Fraktionen mit dem Standardtest ermittelt. Pfeil: P20x-Peak.

Tabelle 19: Reinigungstabelle der P20xep2VIA4.

Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 61,2 121 0,51 100 1
Hitzefallung 60,0 110 0,55 98 1,1
Ni-Sepharose 54,4 2,6 21,2 89 41,8

Tabelle 20: Reinigungstabelle der P20xep2VIB2.

Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 50,4 112 0,45 100 1
Hitzefallung 49,2 105 0,47 98 1,1

Ni-Sepharose 48,4 3,2 14,9 96 33
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Durch Hitzeschritt und Auftrennung Uber Nickel-Sepharose konnte die P20xep2VIA4
um das 42-fache zu einer spezifischen Aktivitat von 21,2 U/mg angereichert werden.
P20xep2VIB2 lag nach identischer Behandlung mit einer spezifischen Aktivitat von
14,9 U/mg vor. Der Verlauf der Aufreinigung ist anhand einer SDS-PAGE einzelner
Aliquots in Abbildung 9 dargestellt.

P20xep2VIA4 P20xep2VIB2

A A —

~ ~
M P RE HF NS P RE HF NS M

s V—

; P20x

Abbildung 9: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen der
P20xB2H-Varianten ep2VIA4 (A) und ep2VIB2 (B). Es wurden denaturierte Proben von
Pellet (P, je 30 ug), Rohextrakt (RE, 32 bzw. 30 ug), Hitzefallung (HF, 29 bzw. 31 pg) und Ni-
Sepharose (NS, 9 bzw. 7 ug) eingesetzt, als Marker (M, 10 pg) diente der Dual Color®
Proteinmarker (BioRad). Die Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

Substratspezifitat der P20xB2H-Varianten

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der Varianten wurden nach Kapitel 1119 ermittelt und
sind in Tabelle 21 im Vergleich zu P20xB2H dargestellt. Als Vergleich diente
aullerdem die bisher beste Variante zur Verwertung von 2-Desoxy-D-glucose,
P20xB3H (Dorscheid 2005).

Tabelle 21: Substratspezifitit der P20xB2H-Varianten. Dargestellt sind die spezifischen

[U/mg] und die relativen Aktivitaten [%]. Die Messungen erfolgten mit dem Standardtest unter
Substratsattigung und in Doppelbestimmung.

P20xB2H P20xB3H P20xep2VIA4 P20xep2VIB2
Substrat [U/mg] [%] [U/mg] [%] [U/mg] [%] [U/mg] [%]
D-Glucose 22 100 35 100 21 100 15 100
L-Sorbose 24 108 40 115 23 107 16 105
D-Xylose 22 98 40 115 15 69 9,5 64
D-Galactose 2,3 10 2,8 8 2,0 9,5 1,5 10,0
L-Arabinose 0,6 2,7 0,8 23 0,6 2,6 0,7 4,6
2d-D-Glucose 3,6 16 6,3 18 3,0 14,3 2,2 14,4
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In den relativen Aktivitaten zeigten die Varianten keine grolden Abweichungen vom
Parentalenzym. Dies gilt auch fur die spezifischen Aktivitaten von P20xep2VIA4. Die
zweite Variante P20xep2VIB2 wies eine auf 14,9 U/mg verschlechterte spezifische
Aktivitat fir D-Glucose auf, welche sich entsprechend auf die weiteren Substrate
auswirkt. Diese Variante zeigte allerdings eine um das 1,7-fache erhdhte Aktivitat
gegenuber D-Galactose.

FiUr beide Varianten wurde die Abhangigkeit ihrer Reaktionsgeschwindigkeit von der
Substratkonzentration mit Hilfe des Standardtests bestimmt (vgl. Kapitel 1121.3). Die
Ermittlung der K,-Werte fand durch reziproke Auftragung der Messwerte nach
Lineweaver-Burk statt (vgl. Abbildung 84 und Abbildung 85), die Standard-
abweichung wurde durch Vierfachbestimmung bei zwei Enzymkonzentrationen

ermittelt. Die daraus resultierenden Daten sind in Tabelle 22 zusammengefasst.

Tabelle 22: Kinetische Daten der P20xB2H-Varianten. Dargestellt sind die K,-Werte der
Varianten P20xep2VIA4 und P20xep2VIB2 im Vergleich zum Template P20xB2H und der
Variante P20xB3H, sowie die sich daraus ergebenden k../Kn-Werte.

Kin [mM] Keal K [s"M]
P20x- P20x-
Substrat B2H B3H ep2VIA4 ep2VIB2 B2H B3H ep2VIA4 ep2VIB2

D-Glucose 04 024 041:+0,02 048+0,01 |269100 643900 230146 140417
L-Sorbose 29 18 13,7+ 0 6,6 +0,15 |34651 10000 7544 10893

D-Xylose 24 067 12,7+0,05 19,9+0,05 |45970 268530 5307 2145
D-Galactose |6,1 29 34+025 55+0,3 1650 4400 2643 1225
L-Arabinose |25 nb. 30,1+0,1 16,2 +1,2 108 n.b. 90 194
2-Desoxy-D-

99 47 41,7+09 42,7+0,7 |162 590 323 232
glucose

Beide Varianten wiesen gegenuber den Hauptsubstraten verschlechterte katalytische
Effizienzen auf, was in erster Linie auf eine Erhéhung der K,-Werte zurlck zu flhren
ist. FUr D-Galactose zeigte P20xep2VIA4 um das 1,6-fache verbesserte Kca/Km-
Werte, bedingt durch einen beinahe halbierten K. P20xep2VIB2 wies hier eine 1,3-
fache Verschlechterung auf, zeigte aber dagegen eine fur L-Arabinose um das 1,8-
fache verbesserte Effizienz im Vergleich zum Parentalenzym P20xB2H. Beide
Varianten besallen eine um das 1,9- (P20xep2VIA4) bzw. 1,4-fache (P20xep2VIB2)

erhohte katalytische Effizienz gegenluber 2-Desoxy-D-glucose. Im Vergleich zum
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bisher flr diese Substrate besten Enzym P20xB3H stellten diese beiden neuen

Varianten jedoch keine Verbesserung dar.

1.2 CASTing: gezielte Modellierung des aktiven Zentrums der P20xB2H

Die gerichtete Evolution von Enzymen mit Methoden wie der zuvor genannten error
prone-PCR stellt einen guten Ansatzpunkt flr die Optimierung insbesondere solcher
Proteine dar, Uber deren Struktur noch nichts bekannt ist. Somit dienen die daraus
hervorgegangenen Varianten nach Kristallisation haufig als Ausgangspunkt fur ein
rationales Design, bei dem beispielsweise das aktive Zentrum eines Enzyms gezielt
fur spezifische Substrate modifiziert wird. Bei einem solchen Ansatz wird oft auf
ortsgerichtete Mutagenese zuruckgegriffen, mit der gezielt bestimmte Aminosauren
durch eine oder nacheinander alle anderen in Form einer Sattigungsmutagenese
ausgetauscht werden. Eine solche Methode ist das CASTing (Combinatorial Active
site Saturation Test), bei dem jeweils zwei in der Sequenz mehr oder weniger eng
benachbarte Aminosauren durch den Einsatz degenerierter Primer ausgetauscht
werden. Dadurch entstehen Variantenbibliotheken, die im Anschluss mit einem
geeigneten Screeningverfahren nach verbesserten Enzymvarianten durchsucht

werden.

1.21 Synthese einer Variantenbibliothek
Im Rahmen dieser Arbeit wurden auf Grundlage der Kristallstruktur der P20xA,

welche mit der P20xB starke Homologien aufweist, flinf Positionen (A - E) mit jeweils
zwei Aminosauren im aktiven Zentrum ausgewahlt, von denen angenommen wird,
dass sie unmittelbar an der Substratbindung und somit auch an der Festlegung des
Substratspektrums beteiligt sind. Insbesondere die schlechtere Oxidation an C3 wird
auf die Konformation dieser Aminosauren zuruckgefuhrt (Kujawa et al 2006). Fur
diese Positionen wurden Primer mit degenerierten Codons generiert, die anstatt dem
der ursprunglichen Aminosaure entsprechenden Codon das Basentriplett NNT
trugen. Dies erlaubt den zufalligen Einbau der meisten Aminosauren, schliel3t aber
unter anderem die Entstehung zusatzlicher Start- und Stopcodons aus. Die
Benennung der Primer erfolgte nach Mutagenesemethode (CAST), Aminosaure-
positionen (z.B. D453-S456) und Leserichtung.
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SOE-PCR
Mit diesen Primern wurde eine SOE-PCR durchgefuhrt, bei der die beiden die

gewlnschte Mutation flankierenden Fragmente des Gens mit Hilfe der
genspezifischen- und der Mutageneseprimer so amplifiziert wurden, dass sie an der
Mutationsposition Uberlappende Enden besitzen (vgl. Kapitel 117.1). Im Anschluss
wurden die entstandenen Fragmente anhand ihrer zu erwartenden Grdl3e in einem
1%igen Agarosegel verifiziert, ausgeschnitten und die DNA mit dem peqGOLD
MicroSpin Gel Extraction Kit (peglab) reisoliert. Die jeweiligen Fragmente wurden in
einer Assembly-PCR mit den genspezifischen Primern P20x_Ndel_for und
P20x_HisBamHI_rev amplifiziert und durch ihre Uberlappenden Enden zum
vollstandigen Gen zusammengeflugt. Die Volllangenprodukte wurden erneut im
1%igen Agarosegel auf ihre korrekte Lange uberprift und aus dem Gel reisoliert. Die
Reisolate sowie das Plasmid pET24a(+) wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel
und BamH| geschnitten und Uber Nacht bei einem Temperaturgradienten von 30 -
4°C ligiert. Der Ligationsansatz wurde entsalzt und in elektrokompetente
E. coli BL21Gold(DE3)pLysS transformiert. Die Transformanten wurden gemaf

Kapitel 1.1 im Mikrotiterplattenmalstab auf ihre Substratspezifitat getestet.

QuikChange-Mutagenese

Bei dieser Methoden stellten sich die Assembly-PCR und die folgende Ligation als
limitierende Schritte heraus, die einen negativen Einfluss auf die GroRe der
Variantenbibliothek hatten. Daher wurde, um diese Schritte zu umgehen, auf das
QuikChange-Mutagenese-Kit (Stratagene) zurtckgegriffen. Dazu wurden lediglich
die sich Uberlappenden Mutageneseprimer in ein Cycling eingesetzt, welches das
komplette Plasmid inklusive des Gens amplifiziert (vgl. Kapitel 117.2). Restliche, nicht
mutierte Template-DNA wurde im Anschlufd mit Dpnl verdaut und das PCR-Produkt
im Anschluss durch Dialyse entsalzt. Danach fand die Transformation in elektro-
kompetente E. coliBL21Gold(DE3)pLysS statt, die gemal Kapitel 1111.1 im Mikrotiter-

plattenmalstab gescreent wurden.

KOD-QuikChange

Um die Effizienz der Mutagenese und die Anzahl erhaltener Klone weiter zu erhéhen
wurde nach einer Alternative zum QuikChange-Kit gesucht. Dazu wurde die Pfu-

Polymerase des Kits durch die schneller und effizienter replizierende KOD-



70 Experimente und Ergebnisse

Polymerase (Novagen) ersetzt. Nukleotide, Salze und Puffer wurden ebenfalls dem
Kit der KOD-Polymerase entnommen, als Restriktionsenzym wurde Dpnl von
Fermentas verwendet (vgl. Kapitel 117.3). Auf diese Weise konnte das Cycling von 14
auf 3 Stunden verkurzt und die Ausbeute an PCR-Produkt drastisch erhdht werden.
Auch hier wurde das PCR-Produkt mit Dpnl behandelt, entsalzt und in
E. coliBL21Gold(DE3)pLysS transformiert. Die Transformanden wurden gemal

Kapitel I111.1 gescreent.

1.2.2 Ergebnisse des kolorimetrischen Screenings
Es wurden 5760 Klone mit Hilfe des kolorimetrischen Screenings getestet. Davon

zeigten 42 Varianten eine verbesserte relative Aktivitat gegenlber einem oder
mehreren Targetsubstraten und wurden daher zur weiteren biochemischen Selektion

angereichert.
Tabelle 23: Relative Aktivititen und K,-Werte selektierter P20x-Varianten. Die K-

Werte wurden mittels ABTS-Test bei verschiedenen Substratkonzentrationen gemessen und
durch Auftragung im Lineweaver-Burk-Diagramm bestimmt.

Relative Aktivitaten [%] Kn-Werte [mM]
Variante Glucose 2d-D-Glucose 2d-D-Glucose
P20xB2H 100 16 99,3
P20xB3H 100 18 47,0
CAST AIllIE2 100 25,0 49,3
CAST AllIC10 100 22,7 28,2
CAST AllIF11 100 24,6 63,5
CAST AllIG2 100 25,2 35,8
CAST AllIG4 100 29,5 19,4
CAST AIVA/ 100 25,4 44 4
CAST AIVF5 100 31,0 25,8
CAST BXVIIB4 100 18,3 67,2
CAST BXVIIIF12 100 18,4 64,1
CAST CIVA1 100 25,0 32,0
CAST CVIIC1 100 16,1 76,6
CAST CVIIC3 100 17,9 90,0
CAST CVIID3 100 22,7 67,0
CAST EIB10 100 20,7 88,1
CAST EIllIF4 100 23,5 61,0
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Die Auswahl wurde dabei auf 15 Kandidaten eingeschrankt, indem Varianten mit
allgemein verschlechterten katalytischen Eigenschaften verworfen wurden. Die
Varianten wurden nach Mutagenesemethode (CAST), Bibliothek (z.B. A),
Masterplatte (z.B. Ill) und Wellnummer (z.B. D2) benannt. Die Kn-Werte der isolierten
Varianten sind in Tabelle 23 dargestellt. Aufgrund der stark verbesserten Kn-Werte
fur 2-Desoxy-D-glucose sowohl im Vergleich zum Parentalenzym P20xB2H als auch
zur P20xB3H (Dorscheid 2005) wurden die funf hervorgehobenen Varianten zur
naheren Charakterisierung herangezogen. Die Plasmide der Varianten wurden
prapariert und einer DNA-Sequenzanalyse unterzogen (vgl. Kapitel 116.1 und 1113).
Die Varianten werden im folgenden anhand ihrer in Tabelle 24 dargestellten

Austausche bezeichnet.

Tabelle 24: Aminosaureaustausche nach Sattigungsmutagenese im Rahmen eines
CASTings.

Variante Position Nukleotidaustausch ~ Aminosaureaustausch
CAST CIVA1 A590 GCG —» CCT Alanin — Prolin

CAST AllIG2 S456 AGC — CAT Serin — Histidin
CAST AllIG4 S456 AGC — AAT Serin — Asparagin
CAST AllIC10 S456 AGC —» TGT Serin — Cystein
CAST AIVF5 S456 AGC —» GGT Serin — Glycin

1.2.3 Anreicherung und biochemische Charakterisierung der Variante
P20xB2H-A590P
Die P20xB2H-A590P wurde exprimiert und aufgereinigt (vgl. Kapitel 1114.1.1, 1115.1.1

und 1116).

Tabelle 25: Reinigungstabelle der P20xB2H-A590P

Gesamtaktivitat Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 23,5 98 0,24 100 1
Hitzefallung 19,7 69 0,29 84 1,2
Ni-Sepharose 15,2 0,8 19,0 67 75

Nach dem Ultraschallaufschluss wurde der Zellextrakt einer 10-mintigen
Hitzefallung bei 60°C unterzogen, um hitzelabile Fremdproteine auszufallen. Nach

Zentrifugation wurde der Uberstand einer Affinititschromatographie an Nickel-
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sepharose unterzogen und das Enzym so mit Hilfe des HisTag isoliert. Die
Anreicherung der Variante ist in Tabelle 25 zusammengefasst. Nach einer 75-fachen
Anreicherung durch Hitzefallung und Affinitatschromatographie lag die P20xB2H-
A590P mit einer spezifischen Aktivitat von 19,0 U/mg vor. lhre
gelchromatographische Reinheit ist in Abbildung 10 dargestellit.

M PE PE RE RE HF HF NS NS

P20xB2H-A590P

Abbildung 10: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen der
P20xB2H-Variante P20xB2H-A590P. Es wurden denaturierte Proben von Pellet (PE, 20
Mg), Rohextrakt (RE, 26 ug), Hitzefallung (HF, 18 pg) und Ni-Sepharose (NS, 3 bzw. 0,6 ug)
eingesetzt, als Marker (M, 10 pg) diente der Dual Color® Proteinmarker (BioRad). Die
Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

Temperaturstabilitat der P20xB2H-A590P
Die Stabilitat der P20xB2H-A590P wurde im Bereich um ihre optimale

Reaktionstemperatur von 50°C bis zur Temperatur sofortiger Denaturierung bestimmt

(vgl. Kapitel 1121.4). Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Temperaturstabilitiat der P20xB2H-A590P. Das Enzym (0,1 U) wurde bei
den angegebenen Temperaturen 60 min inkubiert und mit dem Standardtest vermessen.
Dargestellt sind die relativen Aktivitaten zu den Messzeitpunkten, wobei die jeweilige Aktivitat
vor Inkubationsstart gleich 100% gesetzt wurde.
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Bei Inkubation bei 50°C blieb das Enzym Uber den gesamten Messzeitraum stabil.
Bei 65°C sank die Aktivitat innerhalb 15 min auf etwa 80%, blieb aber im weiteren
Verlauf konstant. Analog sank die Aktivitat bei 65°C innerhalb von 15 min auf 50%
ab. Bei 70°C kommt es nach 30 min zu einer kompletten Inaktivierung, bei 75°C ist

diese bereits nach 5 min erreicht.

pH-Stabilitat der P20xB2H-A590P

Die Ergebnisse der Bestimmung der pH-Stabilitat der Variante sind in Abbildung 12
dargestellt. Die Messungen erfolgten mit dem Standardtest gemal} Kapitel 1121.5.
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Abbildung 12: pH-Stabilitat der P20xB2H-A590P. Das Enzym (0,1 U) wurde 30 min im
jeweiligen Puffer (100 mM) von pH 2 bis pH 13 bei 30°C inkubiert. Es wurden die
Ausgangsaktivitaten, die gleich 100% gesetzt wurden, und die Restaktivitaten nach der
Inkubation im jeweiligen Puffer mit dem Standardtest erfasst.

Die P20xB2H-A590P wies im Bereich von pH 5 bis pH 11 eine 100%ige Aktivitat auf.
Im Sauren zeigte die Variante bei pH 3,5 50% und bei pH 4 75% Aktivitat, im
Basischen Bereich waren nach Inkubation bei pH 12 und pH 12,5 noch 70% bzw.
20% Enzymaktivitat vorhanden. Unter pH 3,5 bzw. Uber pH 12,5 zeigte die Variante
keine Aktivitat.

pH-Optimum der P20xB2H-A590P

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Variante in Abhangigkeit vom pH-Wert wurde
gemal Kapitel 1121.5 gemessen und ist in Abbildung 13 dargestellt. Das Optimum
der P20xB2H-A590P lag bei pH 5,5 in Citratpuffer bzw. pH 6 in
Kaliumphosphatpuffer. Bei pH 5 weist die Variante noch Aktivitadten von tber 90%
auf, in den angrenzenden pH-Bereichen sind noch Aktivitdten von bis zu 75%

messbar.
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Abbildung 13: pH-Optimum der P20xB2H-A590P. Die Reaktionsansatze (0,1 U)
enthielten 100 mM Puffer verschiedener pH-Werte im Bereich pH 2,5 - 12 . Angegeben sind
die relativen Aktivitdten bezogen auf den Ansatz mit der hdchsten Aktivitat, die als 100%
gesetzt wurde.

Substratspezifitat der P20xB2H-A590P

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der P20xB2H-A590P wurden analog zu Kapitel 1119
bestimmt, die spezifischen und relativen Aktivitaten der jeweiligen Substrate bezogen
auf den Umsatz des Hauptsubstrates D-Glucose ermittelt und in Tabelle 26 im
Vergleich zur P20xB2H dargestellt. Die Variante zeigte einen deutlichen Abfall in der
Verwertung der beiden Hauptsubstrate L-Sorbose und D-Xylose sowie 6-Desoxy-D-
glucose, wohingegen die Aktivitat gegenuber D-Galactose und D-Mannose verbessert
war. Trotz einer im Allgemeinen um das 1,2-fache abgeschwachten spezifischen
Aktivitat wies die Variante gegenuber dem Zielsubstrat 2-Desoxy-D-glucose eine im

Vergleich zur P20xB2H um das 1,4-fache erhdhte spezifische Aktivitat auf.
Tabelle 26: Substratspezifitidt der P20xB2H-A590P. Die Substratspezifitdt wurde mit Hilfe

des Standardtests ermittelt. Die Substrate lagen im Reaktionsansatz gesattigt vor, die Werte
wurden durch Doppelbestimmung bestatigt.

Spez. Aktivitat [U/mg] Rel. Aktivitat [%]
Substrat P20xB2H P20xB2H-A590P | P20xB2H P20xB2H-A590P
D-Glucose 22,5 18,1 100 100
L-Sorbose 24,3 15,9 108 88
D-Xylose 22,0 14,0 98 78
6-Desoxy-D-glucose 26,8 18,8 119 104
D-Galactose 2,3 2,2 10 12,2
2-Desoxy-D-glucose 3,6 5,0 16 27,6
D-Mannose 7.6 7,7 34 42,4
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Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration wurde
mit dem Standardtest bestimmt (vgl. Kapitel 1121.3). Die Ermittlung der K,-Werte fand
durch reziproke Auftragung der Messwerte nach Lineweaver-Burk statt (vgl.
Abbildung 63), die daraus resultierenden kinetischen Daten sind in Tabelle 27
zusammengefasst. Die  Standardabweichungen  wurden jeweils  durch
Vierfachbestimmung bei zwei Enzymkonzentrationen ermittelt. Analog zu den
spezifischen Aktivitaten der P20xB2H-A590P waren auch die Kpn-Werte fir L-
Sorbose und D-Xylose verschlechtert, was zu einer Verringerung der katalytischen
Effizienz um das 2,6- bzw. 4,7-fache fuhrte. Im Gegensatz dazu waren kg Kn flr D-
Galactose und D-Mannose um das 2,1- bzw. 1,4-fache verbessert. Die Verbesserung

der katalytischen Effizienz fur 2-Desoxy-D-glucose war 4,3-fach.
Tabelle 27: Kinetische Daten der P20xB2H-A590P. Dargestellt sind die K,-Werte der

Variante im Vergleich zum Parentalenzym P20xB2H sowie die sich daraus ergebenden
kea/ Km-Werte.

Kin [MM] Keatl K [87'M™]
Substrat P20xB2H P20xB2H-A590P |P20xB2H P20xB2H-A590P
D-Glucose 0,4 0,32 £ 0,02 269100 254154
L-Sorbose 29 5,34 + 0,01 34651 13379
D-Xylose 24 6,5+ 0,05 45970 9829
D-Galactose 6,1 2,68 + 0,05 1650 3444
6-Desoxy-D-glucose [0,96 1,1+ 0,01 125533 79717
2-Desoxy-D-glucose |99 31,7+1,8 162 704
D-Mannose 102 72+ 0,7 336 481

1.24  Anreicherung und biochemische Charakterisierung der Varianten
P20xB2H-S456H, -S456N, -S456C und -S456G
Der Grofteil der aus dem CASTing hervorgegangenen Mutanten entstammte der

Bibliothek A, wobei Austausche des Serin 456 die hochsten Aktivitaten gegenlber
dem Targetsubstrat aufwiesen. Diese P20xB2H-S456-Varianten wurden exprimiert
und aufgereinigt (vgl. Kapitel 1114.1.1, [115.1.1 und [I16). Nach dem
Ultraschallaufschluss wurden die Zellextrakte einer 10-minutigen Hitzefallung bei
60°C unterzogen. Nach Zentrifugation wurde der jeweilige Uberstand einer Affinitéts-
chromatographie an Nickelsepharose unterzogen und die Enzyme mit Hilfe des

HisTag isoliert. Die Anreicherung der Varianten ist in Tabelle 28 bis Tabelle 31
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zusammengefasst. Die Varianten konnten mit einer Ausbeute zwischen 31 und 79%
zu einer spezifischen Aktivitat von 16 U/mg (P20xB2H-S456G) bis 47 U/mg

(P20xB2H-S456C) aufgereinigt werden.

Tabelle 28: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456H

Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 61 110 0,55 100 1

Hitzefallung 58 62 0,94 95,1 1,7

Ni-Sepharose 48 2,1 22,9 78,7 41,3
Tabelle 29: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456N

Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 156 187 0,83 100 1

Hitzefallung 156 123 1,30 100 1,5

Ni-Sepharose 111 5,2 21,2 71 25
Tabelle 30: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456C

Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 120 119 1,01 100 1

Hitzefallung 111 75,5 1,47 93 1,5

Ni-Sepharose 72 1,5 47,8 60 48
Tabelle 31: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456G

Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 120 132 0,91 100 1

Hitzefallung 90 91,4 0,98 75 1,1

Ni-Sepharose 37 2,3 16,1 31 18

Die P20x-Varianten konnten durch Hitzefallung und Aufreinigung Uber Nickel-

Sepharose mit Hilfe des HisTags gelchromatographisch rein dargestellt werden, was
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in den SDS-PAGEs in Abbildung 14 dokumentiert ist. Dabei wurde neben den
Aliquots der verschiedenen Aufreinigungsschritte jeweils eine Probe des Zellpellets
aufgetragen, aus welcher hervorgeht, dass die Varianten P20xB2H-S456H und -
S456N deutlich weniger inclusion bodies bilden (15 bzw. 20%) als die beiden
anderen Varianten (41 bzw. 44%) und als das Parentalenzym P20xB2H (35%).

A B
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Abbildung 14: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen der
P20xB2H-Varianten P20xB2H-S456H (A), -S456N (B), -S456C (C) und -S456G (D). Es
wurden denaturierte Proben von Pellet (PE, 18 - 22 ug), Rohextrakt (RE, 24 - 28 ug),
Hitzefallung (HF, 20 - 24 p%) und Ni-Sepharose (NS, 3 - 6 pg) eingesetzt, als Marker (M, 10
Mg) diente der Dual Color” Proteinmarker (BioRad). Die Farbung erfolgte mit Coomassie
Brilliant Blue.

Temperaturstabilitat der P20xB2H-S456-Varianten

Die Stabilitat der Varianten wurde im Bereich um die optimale Reaktionstemperatur
des Wildtyps von 55°C (Bastian 2005) bis zur Temperatur sofortiger Denaturierung
bestimmt (vgl. Kapitel 1121.4). Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Temperaturstabilititen der P20xB2H-S456-Varianten. Dargestellt sind
P20xB2H-S456H (A), P20xB2H-S456N (B), P20xB2H-S456C (C) und P20xB2H-S456G
(D). Die Enzyme (0,1 U) wurden bei den angegebenen Temperaturen 60 min inkubiert und
mit dem Standardtest vermessen. Dargestellt sind die relativen Aktivititen zu den
Messzeitpunkten, wobei die jeweilige Aktivitdt vor Inkubationsstart gleich 100% gesetzt
wurde.

Alle Varianten blieben bei 50°C Uber den gesamten Messzeitraum stabil. Bei 60°C
fand bereits innerhalb der ersten 20 min eine Denaturierung der Enzyme bis auf eine
Restaktivitdt von 50 - 60% statt, die sich im weiteren Verlauf konstant hielt. Einen
ahnlichen Verlauf zeigte die Messung bei 65°C, hier sank die Aktivitat zu Beginn auf
40% bzw. 30% (P20xB2H-S456H) ab. P20xB2H-S456H und -S456N waren bei
70°C nach 30 min denaturiert, bei P20xB2H-S456C und -S456G waren nach 45 min
noch geringe Restaktivitaten messbar. Eine Temperatur von 75°C sorgte bei allen
vier Varianten innerhalb von 10 - 15 min fur eine vollstandige Denaturierung.

Ein Vergleich der Varianten untereinander und mit dem Parentalenzym P20xB2H ist
in Abbildung 16 dargestellt. Daraus geht hervor, dass die Aminosaurenaustausche

nur zu geringflugigen Veranderungen in der Thermostabilitat gefuhrt haben.
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Abbildung 16: Vergleich der Thermostabilitidt von P20xB2H, P20xB2H-S456H, -S456N,
-§456C und -S456G. Die Enzyme (je 0,1 U) wurden bei 50°C - 75°C lber 30 min inkubiert.
Die Messung der Ausgangsaktivitat (100%) und der Restaktivitat fand mit dem Standardtest
statt.

pH-Stabilitat der P20xB2H-S456-Varianten

Die Lagerstabilitat der Varianten in Puffern verschiedener pH-Stufen wurde gemal

Kapitel 1121.5 bestimmt, die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: pH-Stabilitaten der P20xB2H-S456-Varianten. Dargestellt sind P20xB2H-
S456H (A), P20xB2H-S456N (B), P20xB2H-S456C (C) und P20xB2H-S456G (D). Die
Enzyme (0,2 U) wurden jeweils 30 min in den im Diagramm angegebenen Puffern (100 mM)
von pH 2 bis pH 13,0 bei 30°C inkubiert. Es wurden die Ausgangsaktivitat (100%) und die
Restaktivitat nach der Inkubation im jeweiligen Puffer mit dem Standardtest erfasst.
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P20xB2H-S456H und -S456N waren im pH-Bereich 4 bis pH 12 Uber einen
Messzeitraum von 30 min zu 100% stabil und wiesen selbst bei pH 3,5 bzw. 12,5
noch hohe Restaktivitaten von bis zu 80% auf. P20xB2H-S456C zeigte einen
eingeschrankten Stabilitatsbereich von pH 6 bis pH 11, 30 - 75% Restaktivitat
konnten jedoch auch noch von pH 3,5 - 12,5 erreicht werden. Diese Tendenz wies
auch P20xB2H-S456G auf, die von pH 5 - 12 zu 100% stabil war. Auch hier wurden
in den basischen und sauren Grenzbereichen 30 - 70% Restaktivitat erreicht. Das
Parentalenzym P20xB2H besitzt eine 100%ige Aktivitat von pH 7 - 10.

pH-Optimum der P20xB2H-S456-Varianten

Die pH-Optima wurden gemaly Kapitel 1121.6 bestimmt, die Ergebnisse sind in
Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: pH-Optima der P20xB2H-S456-Varianten. Dargestellt sind P20xB2H-
S456H (A), P20xB2H-S456N (B), P20xB2H-S456C (C) und P20xB2H-S456G (D). Die
Reaktionsansatze (0,1 U) enthielten 100 mM Puffer verschiedener pH-Werte im Bereich von
pH 2 - 13. Angegeben sind die relativen Aktivitdten bezogen auf den Ansatz mit der héchsten
Aktivitat, die als 100% gesetzt wurde.



Experimente und Ergebnisse 81

P20xB2H-S456H besald ein sehr distinktes Optimum in Phosphatpuffer bei pH 6,5.
Sowohl im Sauren als auch im Basischen sank die Aktivitat dieser Variante rasch ab.
Einen sehr breiten optimalen pH-Bereich wies dagegen P20xB2H-S456N auf, dieser
reichte von pH 6 in Citrat- und Phosphatpuffer bis zu pH 10 in Phosphat- und CAPS-
Puffer. Hier hatte die Variante noch Uber 80% Aktivitat. Der pH-Bereich der hochsten
Aktivitat der P20xB2H-S456C reichte von pH 5 in Citratpuffer bis pH 6,5 in
Phosphatpuffer. Diese Variante zog im Sauren den Citratpuffer vor. Dieses Verhalten
zeigt auch P20xB2H-S456G, die aulierdem einen sehr ahnlichen optimalen pH
Bereich besal}. Bei beiden Varianten lag das Optimum bei pH 5 in Citratpuffer.

Substratspezifitat der P20xB2H-S456-Varianten
Die Reaktionsgeschwindigkeiten der P20xB2H-S456-Varianten wurden analog zu

Kapitel 1119 bestimmt, die spezifischen und relativen Aktivitaten der jeweiligen
Substrate bezogen auf den Umsatz des Hauptsubstrates D-Glucose ermittelt und in
Tabelle 32 im Vergleich zur P20xB2H dargestellt. Alle Varianten wiesen eine
verschlechterte Verwertung von D-Xylose und L-Sorbose auf. Die spezifischen
Aktivitaten von P20xB2H-S456H und -S456N gegenuber dem Hauptsubstrat D-
Glucose waren kaum verandert, P20xB2H-S456C zeigte hier eine Verbesserung um
das 2,1-fache. P20xB2H-S456G wies eine 1,4-fach niedrigere spezifische Aktivitat
als das Parentalenzym auf. Gegenuber dem Zielsubstrat 2-Desoxy-D-glucose waren
die Varianten in ihrer spezifischen Aktivitdt um das 1,4- (P20xB2H-S456G) bis 3,0-
fache (P20xB2H-S456C) verbessert.

Tabelle 32: Substratspezifitat der P20xB2H-S456-Varianten. Die Substratspezifitat wurde
mit Hilfe des Standardtests ermittelt. Die Substrate lagen im Reaktionsansatz gesattigt vor,
die Werte wurden durch Doppelbestimmung bestatigt.

Spezifische Aktivitat [U/mg]

P20xB2H- P20xB2H- P20xB2H- P20xB2H-
Substrat P20xB2H

S456H S456N $456C S456G
D-Glucose 22,5 22,9 21,2 47,8 16,1
L-Sorbose 243 17,6 19,1 44,0 11,8
D-Xylose 22,0 18,3 17,0 38,2 1,3
2-Desoxy-D-

3,6 5,8 6,3 10,9 5,0

glucose
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Relative Aktivitat [%]

P20xB2H- P20xB2H- P20xB2H- P20xB2H-
Substrat P20xB2H

S456H S456N S$456C S456G
D-Glucose 100 100 100 100 100
L-Sorbose 108 77 90 92 73
D-Xylose 98 80 80 80 70
2-Desoxy-D-

16 25,2 29,5 22,7 31,0

glucose

Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der P20xB2H-S456-Varianten von
der Substratkonzentration wurde fur die Hauptsubstrate und das Zielsubstrat mit dem
Standardtest bestimmt (vgl. Kapitel 1121.3). Die Kn-Werte, ausgedrickt durch die

Michaelis-Menten-Konstanten, wurden graphisch durch reziproke Auftragung der

Messwerte nach Lineweaver-Burk ermittelt (vgl. Abbildung 64 - Abbildung 66) und

sind mit den daraus resultierenden katalytischen Effizienzen in Tabelle 33 dargestellt.

Tabelle 33: Kinetische Daten der P20xB2H-S456-Varianten. Dargestellt sind die K-
Werte der Variante im Vergleich zum Parentalenzym P20xB2H (A) sowie die sich daraus

ergebenden k../K-Werte (B).

A) Kn-Werte [mM]
P20xB2H- P20xB2H- P20xB2H- P20xB2H-
P20xB2H
Substrat S456H S456N S$456C S$456G
D-Glucose 04 0,39 + 0,002 0,25 + 0,001 0,32 + 0,02 0,39 + 0,005
L-Sorbose 29 4,2 + 0,25 6,6 +1,5 8,2+0,1 5,8+0,35
D-Xylose 2,4 3,4+0,2 3,8+0,05 7,1+0,02 4,7+0,2
2-Desoxy-D-
99 35,7+ 0,25 19,5+£0,5 27107 2591 0,75
glucose
B) Koal Ken [sM]
P20xB2H- P20xB2H- P20xB2H- P20xB2H-
P20xB2H
Substrat S456H S456N S$456C S$456G
D-Glucose 269100 263839 381034 671192 185494
L-Sorbose 34651 18829 13003 24110 9142
D-Xylose 45970 24185 20102 24175 10803
2-Desoxy-D-
162 730 1452 1807 867

glucose
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Die Standardabweichung wurde durch Vierfachbestimmung bei zwei Enzym-
konzentrationen ermittelt. Im Vergleich zur P20xB2H wiesen alle Varianten um das
1,4- bis 2,8- fache erhohte K-Werte fur L-Sorbose bzw. 1,8- bis 3,4- fach erhdhte
Werte flr D-Xylose auf. Im Gegensatz dazu war die Affinitdt der Enzyme zu D-
Glucose nahezu unverandert, lediglich P20xB2H-S456N wies hier eine Verbes-
serung um das 1,6-fache auf. Die K,-Werte fur 2-Desoxy-D-glucose waren 2,8- bzw.
5,1-fach fur P20xB2H-S456H bzw. -S456N und 3,7- bzw. 3,8-fach fur P20xB2H-
S456C bzw. -S456G verbessert. Die katalytischen Effizienzen flr das Zielsubstrat
waren bei P20xB2H-S456H um das 4,5-fache, bei P20xB2H-S456N um das 9,0-
fache und bei P20xB2H-S456C um das 11,2-fache erhoht. P20xB2H-S456 zeigte

hier eine 5,4-fache Verbesserung.

1.2.5 Biokonversion mit P20xB2H-Varianten unter Sauerstoffbegasung
Mit den P20xB2H-Varianten, die allgemein und insbesondere im Bezug auf 2-

Desoxy-D-glucose Verbesserungen zeigten, wurden Biokonversionen gemal} Kapitel
1122 durchgefluihrt. Die Umsatze fanden bei 22°C unter Sauerstoffbegasung im 10 mi-
Mafistab mit 100 mM 2-Desoxy-D-glucose statt, es wurden 80 000 U Katalase
(Sigma) zugegeben. In Abbildung 19 sind die Umsatzverlaufe dargestellt, die mittels
HPLC-Analyse verfolgt wurden.

Im Gegensatz zum Parentalenzym P20xB2H sowie der Variante P20xB3H waren
die Umsatze aller neuer Varianten quantitativ. P20xB2H-A590P hatte nach 3,5 h
50% des Substrats umgesetzt, danach flachte die Reaktionsgeschwindigkeit ab und
der Umsatz war nach 20 h beendet. P20xB2H-S456N hatte bereits nach 1,5 h die
Halfte des Substrats aufgebraucht und schloss den Umsatz nach 9,5 h ab, bei
P20xB2H-S456G war die Konversion nach 7,5 h quantitativ. Hier war die Halfte der
2-Desoxy-D-glucose nach 3,5 h verbraucht. Am schnellsten, innerhalb von 6,5 h, lief
die Biokonversion mit P20xB2H-S456C ab, die nach 0,75 h 50% des Substrats

umgesetzt hatte.
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Abbildung 19: Biokonversion von 100 mM 2-Desoxy-D-glucose zu 2-Desoxy-3-keto-D-
glucose mit P20xB2H (A), -B3H (B), -A590P (C), -S456N (D), -S456C (E) und -S456G (F).
Die Biokonversion fand unter Zufuhr von reinem Sauerstoff statt. Gemessen wurden O,-
Sattigung (blau) und pH-Wert (grin). Es wurden jeweils 5 U Enzym pro ml
Reaktionsvolumen eingesetzt.

1.2.6 Kombination verbesserter P20xB2H-Varianten
Die besten aus dem CASTing hervorgegangenen Varianten wurden untereinander

kombiniert bzw. mit dem Austausch N71Y versehen, der der Variante P20xB3H
entstammt (Dorscheid 2005). Dazu wurden die Plasmide der S456-Varianten einer
7.3 die
Mutageneseprimer P20xA590P_for/ rev bzw. P20OxN71Y _for/ rev verwendet wurden

ortsgerichteten Mutagenese gemall Kapitel unterzogen, wobei

um den entsprechenden zusatzlichen Austausch einzufugen (vgl. Kapitel 117.3). Nach
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Transformation in E. coli BL21Gold(DE3) erfolgte eine Kontrolle mittels Colony-PCR
(vgl. Kapitel 1112.1 und 1110). Jeweils ein positiver Klon wurde zur Verifizierung des
Austauschs sequenziert und im Anschluss zur Charakterisierung angezogen (vgl.
Kapitel 1113 und 1114.1.1). Die Anreicherung fand gemal} Kapitel 47 statt und ist in
Tabelle 57 bis Tabelle 64 zusammengefasst. Die relativen Aktivitaten und Kn-Werte
fur 2-Desoxy-D-glucose wurden nach Kapitel 1121.3 ermittelt und sind mit den daraus

resultierenden katalytischen Effizienzen in Tabelle 34 dargestellt.

Tabelle 34: Substratspezifitat und kinetische Daten der P20xB2H-Varianten. Dargestellt
sind die relativen und spezifischen Aktivitdten gegenuber 2-Desoxy-D-glucose im Bezug auf
D-Glucose (100%), sowie die Kn-Werte im Vergleich zum Parentalenzym P20xB2H mit den
daraus resultierenden k../K.,-Werten.

Substrat: 2-Desoxy-D-glucose
_ Relative Aktivitat ~ Spezifische
Variante [P20x-] Kin [MmM] Koal Kin [8'M]
[% Glucose] Aktivitat [U/mq]

-B2H 16 3,6 99 162
-S456H-N71Y 69 10,0 21,5+£2,3 2090
-S456N-N71Y 74 18,8 17,2+ 0,6 4911
-S456C-N71Y 61 13,9 26,9+1,2 2322
-S456G-N71Y 56 5,33 33,0£1,0 726
-S456H-A590P 55 7,32 24,7+25 1332
-S456N-A590P 34 4,76 64,8 +0,1 330
-S456C-A590P 23 5,73 105+1,0 245
-S456G-A590P 28 5,77 63,1+ 0,45 411

Die Standardabweichung der K,-Werte wurde aus Vierfachbestimmung bei zwei
Enzymkonzentrationen berechnet (vgl. Abbildung 70 bis Abbildung 74).

Die hochste katalytische Effizienz fur 2-Desoxy-D-glucose wies die Variante
P20xB2H-S456N-N71Y mit einer Verbesserung um das 3,4-fache gegenulber der
P20xB2H-S456N auf, was einer Erhéhung um Faktor 30,3 verglichen mit der
P20xB2H entspricht. Diese Variante wurde daher zur naheren biochemischen

Charakterisierung herangezogen.

1.2.7 Anreicherung und biochemische Charakterisierung der Kombinations-
variante P20xB2H-S456N-N71Y
P20xB2H-S456-N71Y wurde exprimiert und aufgereinigt (vgl. Kapitel 1114.1.1,

[115.1.1 und 1116). Nach dem Ultraschallaufschluss wurde der Zellextrakt einer 10-
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minutigen Hitzefallung bei 60°C unterzogen. Nach Zentrifugation wurde der jeweilige
Uberstand durch Affinitatschromatographie an Nickelsepharose aufgetrennt und die
P20x mit Hilfe des HisTag isoliert. Die Anreicherung der Variante ist in Tabelle 35

zusammengefasst.

Tabelle 35: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456N-N71Y

Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 150 188 0,8 100 1
Hitzefallung 61 62 1,0 41 1,2
Ni-Sepharose 58 2,3 25,4 39 32

Die P20xB2H-S456N-N71Y konnte mit einer Ausbeute von 39% zu einer
spezifischen Aktivitat von 25,4 U/mg aufgereinigt werden. Der Verlauf der Reinigung
sowie die gelchromatographische Reinheit des Enzyms nach der
Affinitatschromatographie ist anhand einer SDS-PAGE in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen der
P20xB2H-S456N-N71Y. Es wurden denaturierte Proben von Pellet (PE, 18 ug), Rohextrakt
(RE, 20 ug), Hitzefallung (HF, 19 ug) und Ni-Sepharose (NS, 4 ug) eingesetzt, als Marker
(M, 10 upg) diente der Dual Color® Proteinmarker (BioRad). Die Farbung erfolgte mit
Coomassie Brilliant Blue.

Temperaturstabilitdat der P20xB2H-S456N-N71Y

Die Temperaturstabilitat wurde gemal Kapitel 1121.4 bestimmt, die Ergebnisse sind
in Abbildung 21 dargestellt. Bei 50°C war die P20xB2H-S456N-N71Y Uber den
gesamten Messzeitraum stabil. Bei 60°C verlor die Variante innerhalb der ersten 15

min die Halfte ihrer Aktivitat, hielt sich im weiteren Verlauf jedoch stabil auf diesem
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Niveau. Bei 65°C kam es zu einem raschen Absinken der Aktivitat auf 20% innerhalb
von 30 min. Zu einer vollstandigen Denaturierung kam es bei 70°C nach 30 min und
bei 75°C nach 15 min.
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Abbildung 21: Temperaturstabilitait der P20xB2H-S456N-N71Y. Das Enzym (0,1 U)
wurde bei den angegebenen Temperaturen 60 min inkubiert und mit dem Standardtest
vermessen. Dargestellt sind die relativen Aktivitdten zu den Messzeitpunkten, wobei die
jeweilige Aktivitat vor Inkubationsstart gleich 100% gesetzt wurde.

pH-Stabilitat der P20xB2H-S456N-N71Y

Die Ergebnisse der Bestimmung der pH-Stabilitat der Variante sind in Abbildung 22
dargestellt, die Messungen wurden gemal} Kapitel 1121.5 durchgefuhrt. Die
P20xB2H-S456N-N71Y besald 100% Stabilitat im pH-Bereich von pH 5 bis pH 11. Im
Sauren bei pH 3,5 - 4 wies sie eine Aktivitat von 80% auf, bei pH 2,5 war eine
Restaktivitdt von 5% vorhanden. Im Basischen bei pH 12 besal® das Enzym noch

70% seiner Ausgangsaktivitat, bei pH 12,5 waren noch 20% Restaktivitat vohanden.
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Abbildung 22: pH-Stabilitat der P20xB2H-S456N-N71Y. Das Enzym (0,2 U) wurde jeweils
30 min in den im Diagramm angegebenen Puffern (100 mM) von pH 2 bis pH 13,0 bei 30°C
inkubiert. Es wurden die Ausgangsaktivitat, die gleich 100% gesetzt wurde, und die
Restaktivitat nach der Inkubation im jeweiligen Puffer mit dem Standardtest erfasst.
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pH-Optimum der P20xB2H-S456N-N71Y

Die Reaktionsgeschwindigkeit der P20xB2H-S456N-N71Y in Abhangigkeit vom pH-
Wert wurde im Bereich von pH 2 - 12 mit dem Standardtest bestimmt (vgl. Kapitel
[121.6) und in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: pH-Optimum der P20xB2H-S456N-N71Y. Die Reaktionsansatze (0,1 U)
enthielten 100 mM Puffer verschiedener pH-Werte im Bereich von pH 2 - 12 . Angegeben
sind die relativen Aktivitaten bezogen auf den Ansatz mit der hdchsten Aktivitat (100%).

Die Variante zeigte ein breites Optimum von pH 5,5 in Citratpuffer bis pH 8 in CAPS-

Puffer. Aktivitat war von pH 3,5 - 9 messbar.

Substratspezifitat der P20xB2H-S456N-N71Y
Die Reaktionsgeschwindigkeiten der P20xB2H-S456N-N71Y wurden analog zu

Kapitel 1119.2 ermittelt. Die spezifischen und relativen Aktivitaten der jeweiligen
Substrate wurden auf den Umsatz des Hauptsubstrates D-Glucose bezogen und sind

in Tabelle 36 dargestellt.

Tabelle 36: Substratspezifitait der P20xB2H-S456N-N71Y. Die Messung der
Substratspezifitat wurde mit Hilfe des Standardtests durchgeflihrt. Die Substrate lagen im
Reaktionsansatz gesattigt vor, die Werte wurden durch Doppelbestimmung bestatigt.

Spez. Aktivitat [U/mg] Rel. Aktivitat [%]

P20xB2H- P20xB2H-
Substrat P20xB2H P20xB2H

S456N-N71Y S456N-N71Y
D-Glucose 22,5 25,4 100 100
L-Sorbose 24,3 11,8 108 46
D-Xylose 22,0 11,4 98 45
2-Desoxy-D-

3,6 18,8 16 74

glucose
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Die Variante wies eine 5,2-fach erhdhte spezifische Aktivitat fur 2-Desoxy-D-glucose
auf, fur L-Sorbose und D-Xylose war eine Verringerung um das 2,1- bzw. 1,9-fache
zu beobachten.

Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration wurde
mit dem Standardtest bestimmt (vgl. Kapitel 1121.3). Die Ermittlung der K-Werte fand
durch reziproke Auftragung der Messwerte nach Lineweaver-Burk statt
(vgl. Abbildung 75), die daraus resultierenden kinetischen Daten sind in Tabelle 37
zusammengefasst. Die Standardabweichungen wurden jeweils durch Vierfach-
bestimmung bei zwei Enzymkonzentrationen ermittelt. Die Variante wies einen leicht
verbesserten K, fur D-Glucose auf, die Werte fur L-Sorbose und D-Xylose waren um
das 1,7- bzw. 2,7-fache erhoht. Der K, fur 2-Desoxy-D-glucose war um das 5,8-fache
verbessert. Daraus ergab sich eine um das 30,3-fache verbesserte katalytische

Effizienz fur das Zielsubstrat.

Tabelle 37: Kinetische Daten der P20xB2H-S456N-N71Y. Dargestellt sind die K,-Werte
im Vergleich zum Parentalenzym P20xB2H sowie die daraus resultierenden k../K,-Werte.

K [mM] Keat! Km [s'M']
P20xB2H- P20xB2H-
Substrat P20xB2H P20xB2H
S456N-N71Y S456N-N71Y

D-Glucose 0,4 0,32 + 0,01 269100 356658
L-Sorbose 2,9 5,0+ 0,1 34651 10591
D-Xylose 2,4 6,5+ 0,05 45970 8025
2-Desoxy-D-

99 17,2+ 0,6 162 4911
glucose

Biokonversion mit P20xB2H-S456N-N71Y unter Sauerstoffbegasung

Mit der Kombinationsvariante wurden Biokonversionen gemall Kapitel 1122
durchgefuhrt. Dabei wurden 100 mM 2-Desoxy-D-glucose bei 22°C in einem
Reaktionsvolumen von 10 ml mit 5 U/ ml P20x unter Sauerstoffbegasung umgesetzt.
Der Ansatz enthielt 80 000 U Katalase (Sigma). In Abbildung 24 ist der Verlauf der
Konversionen dargestellt, der mittels HPLC-Analyse verfolgt wurde.

Die Kombinationsvariante P20xB2H-S456N-N71Y schloss die Konversion innerhalb

von 4 h vollstandig ab. Die Halfte des Substrates war bereits nach 25 min umgesetzt,
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die Konversion war damit 12-fach schneller als mit P20xB2H, welche 50% der 2-

Desoxy-D-glucose nach 5 h umgesetzt hatte.
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Abbildung 24: Biokonversion von 100 mM 2-Desoxy-D-glucose zu 2-Desoxy-3-keto-D-
glucose mit P20xB2H (A) bzw. P20xB2H-S456N-N71Y (B). Die Biokonversion fand unter
Zufuhr von reinem Sauerstoff statt. Uberwacht wurden O,-Sattigung (blau) und pH-Wert
(grin). Es wurden jeweils 5 U Enzym pro ml Reaktionsvolumen eingesetzt.

1.3 Rationales Design im aktiven Zentrum zur Verbesserung der Verwertung

von D-Galactose

Trotz des breiten Substratspektrums besitzt die Pyranose-2-Oxidase ein aktives
Zentrum, dessen Form passgenau auf das Hauptsubstrat D-Glucose zugeschnitten
ist (Bannwarth et al 2006, Hallberg et al 2002, Hallberg et al 2004, Kujawa et al
2006) . Daher fuhren bereits geringfugige Strukturabweichungen dazu, das die
entsprechenden Substrate nicht oder nur schlecht umgesetzt werden. Neben einer
Zufallsmutagenese kann basierend auf der geklarten Struktur der Pyranose-2-
Oxidase auch durch gezielten Austausch der Aminosauren im aktiven Zentrum die
Bindetasche zugunsten schlecht verstoffwechselter Substrate angepasst werden.
Dies wurde bereits anhand eines Austausches des Threonin 169 im aktiven Zentrum
der P20x aus Trametes multicolor gezeigt, welcher eine leichte Verbesserung der
Affinitat zu D-Galactose zur Folge hatte (Spadiut et al 2007). Aufgrund der hohen
Sequenzhomologie zur P20x aus P. gigantea wurde Thr169 analog gegen Alanin,

Serin und Glycin ausgetauscht.

1.31 Ortsgerichtete Mutagenese der P20xB2H
Die ortsgerichtete Mutagenese der P20xB2H wurde gemal Kapitel 117.3 mit KOD-

Polymerase und Mutageneseprimern (vgl. Tabelle 3) durchgeflhrt.



Experimente und Ergebnisse 91

Tabelle 38: Aminosdureaustausche an der Position T169. Dargestellt sind die
hergestellten Varianten und mutierten Sequenzabschnitte im Vergleich zum unmutierten
Template.

Variante Austausch Sequenz

T169 (P20xB2H) 560-CACTGGACGTGCGCG-s576
T169A Threonin = Alanin 56c-CACTGGGCGTGCGCG-575
T169G Threonin = Glycin 562-CACTGGGGGTGCGCG-576
T169S Threonin = Serin 56c-CACTGGTCGTGCGCG-576

Die Punktmutationen wurden direkt im Expressionsplasmid pP20xB2H
vorgenommen, Templateplasmide mit Dpnl verdaut und die Produkte durch
Elektroporation in kompetente E. coli BL21Gold(DE3) transformiert (vgl. Kapitel
112.1). Von den auf LByan-Platten gewachsenen Kolonien wurde pro
Mutageneseansatz eine selektiert, angezogen und nach Plasmidpraparation per
Sequenzanalyse auf korrekte Mutation Uberpruft (vgl. Kapitel 116.1, [113). Mutierte
Klone wurden zur Charakterisierung exprimiert und angereichert. Die Sequenzen der

erstellten Varianten sind in Tabelle 38 im Vergleich zum Template dargestellt.

1.3.2 Anreicherung und biochemische Charakterisierung der P20xB2H-
T169-Varianten
Die Anreicherung der P20xB2H-Varianten erfolgte gemals den Kapiteln 1114.1.1,

[115.1.1 und 1116. Nach dem Ultraschallaufschluss wurden die Zellextrakte einer 10-
minutigen Hitzefallung bei 60°C unterzogen. Nach Zentrifugation wurde der jeweilige
Uberstand durch Affinitatschromatographie an Nickelsepharose aufgetrennt und die
Varianten mit Hilfe ihres HisTags isoliert. Die Anreicherung der Varianten ist in
Tabelle 65 bis Tabelle 67 zusammengefasst. Sie konnten nach Hitzefallung und
Affinitatschromatographie mit einer spezifischen Aktivitat von 0,17 U/mg (P20xB2H-
T169A), 5,7 U/mg (P20xB2H-T169G) bzw. 3,8 U/mg (P20xB2H-T169S)
gelchromatographisch rein dargestellt werden (vgl. Abbildung 25). Die Variante
P20xB2H-T169A war nur sehr schwach aktiv und wurde daher von weiteren

Charakterisierungsschritten ausgeschlossen.
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Abbildung 25: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen der
P20xB2H-Varianten P20xB2H-T169A (A), -T169S (B) und -T169G (C). Es wurden
denaturierte Proben von Pellet (PE, 18 - 21 ug), Rohextrakt (RE, 19 - 20 ug), Hitzefallung
(HF, 16 - 18 ug) und Ni-Sepharose (NS, 1 - 6 ug) eingesetzt, als Marker (M, 10 ug) diente
der Dual Color® Proteinmarker (BioRad). Die Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

Substratspezifitat der P20xB2H-T169-Varianten
Die Reaktionsgeschwindigkeiten der P20xB2H-T169-Varianten wurden gemal

Kapitel 1119.2 ermittelt. Die spezifischen und relativen Aktivitaten der jeweiligen
Substrate wurden auf den Umsatz des Hauptsubstrates D-Glucose bezogen und sind
in Tabelle 39 dargestellt.

Tabelle 39: Substratspezifitat der P20xB2H-T169-Varianten. Die Messung der

Substratspezifitdt wurde mit Hilfe des Standardtests durchgefiihrt. Die Substrate lagen im
Reaktionsansatz gesattigt vor, die Werte wurden durch Doppelbestimmung bestatigt.

P20xB2H -T169G -T169S
Substrat [U/mg] [%] [U/mg] [%] [U/mg] [%]
D-Glucose 22 100 5,7 100 3,8 100
L-Sorbose 24 108 2,6 46 2,8 73
D-Xylose 22 98 4,5 79 3.1 81
D-Galactose 2,3 10 3,7 65 0,4 10
L-Arabinose 0,6 27 4,6 81 1,8 46

Alle Varianten wiesen verschlechterte spezifische Aktivitaten fur die Hauptsubstrate
auf. Gegenuber L-Arabinose zeigte P20xB2H-T169G eine 7,7-fache Verbesserung
der spezifischen und eine 30-fache Verbesserung der relativen Aktivitat. P20xB2H-

T169S wies gegenuber diesem Substrat eine 3-fach erhdhte spezifische und eine 17-
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fach erhohte relative Aktivitat auf. Fur D-Galactose zeigte nur P20xB2H-T169G eine
Verbesserung um Faktor 1,6 in der spezifischen und 6,5 in der relativen Aktivitat.

Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration wurde
mit dem Standardtest bestimmt (vgl. Kapitel 1121.3). Die Ermittlung der K,-Werte fand
durch reziproke Auftragung der Messwerte nach Lineweaver-Burk statt
(vgl. Abbildung 86f), die daraus resultierenden kinetischen Daten sind in Tabelle 40
zusammengefasst. Die Standardabweichungen wurden jeweils durch Vierfach-
bestimmung bei zwei Enzymkonzentrationen ermittelt. Im Gegensatz zu den
spezifischen Aktivitaten hatten sich die Kn-Werte der beiden Varianten flr D-Glucose
und L-Sorbose verbessert, lediglich P20xB2H-T169S wies fur D-Xylose um das 4-
fache erhohte Werte auf. Die K,-Werte fur D-Galactose waren um Faktor 2,0
(T169G) bzw. 2,3 (T169S) verbessert, was sich in einer Erhdhung der katalytischen
Effizienz um das 4,9- bzw. 4,0-fache zeigte. Fur L-Arabinose waren die K,-Werte um
das 6,6- (T169G) bzw. 1,2-fache (T169S) und somit die katalytischen Effizienzen um
Faktor 62 bzw. 7,4 verbessert.

Tabelle 40: Kinetische Daten der P20xB2H-T169-Varianten. Dargestellt sind die K-
Werte im Vergleich zum Parentalenzym P20xB2H sowie die daraus resultierenden Kca/Ki-
Werte.

Koy [MM] Koat! Kim [s'M]
P20x- P20x-

Substrat B2H T169G T169S B2H T169G T169S
D-Glucose 0,4 0,14 £ 0,003 0,12+0,01 [269100 182943 142289
L-Sorbose 2,9 26+005 1,9+0,04 |34651 9851 8987
D-Xylose 2,4 3,0+0,05 9,8+0,04 |45970 8537 1742
D-Galactose |6,1 3,2+0,2 2,6 +0,1 1650 8004 6567
L-Arabinose |25 3,8+0,05 21,4+03 |108 6740 798

2 Optimierung der Expression der P20x

Bakterielle inclusion bodies (IBs) sind Aggregate fehlgefalteter Proteine, welche
haufig bei der rekombinanten Uberexpression auftreten (Maresova et al 2007). In der
Biotechnologie stellt die Bildung von IBs ein entscheidenes Hindernis bei der
Produktion l6slicher, funktioneller Enzyme dar. Die Hauptgrinde fir die Aggregation

rekombinanter Proteine liegen im limitierten Vorkommen von zelleigenen
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Chaperonen (Lorimer 1996, Rinas & Bailey 1993), in Expressionsbedingungen wie
der Kultivierungstemperatur (Chalmers et al 1990, Strandberg & Enfors 1991) und in
den hydrophoben Eigenschaften des rekombinanten Proteins (Hoffmann et al 2004,
Malissard & Berger 2001). Die Neigung von Pyranose-2-Oxidasen, bei
Uberexpression I1Bs zu bilden, wurde bereits mehrfach beschrieben (Bastian et al
2005, Maresova et al 2005, Vecerek et al 2004), ein System zur Uberexpression ist
allerdings bisher nicht bekannt. Maresova und Mitarbeiter haben durch Expression
der P20x in verschiedenen Stammen gezeigt, dass die Bildung der Aggregate
wirtsunabhangig ist (Maresova et al 2007). Somit verbleibt die Maodglichkeit der
Optimierung der Kultivierungsbedingungen, was hinsichtlich Kultivierungstemperatur,
Induktionszeitpunkt und -Level bereits in vorangegangenen Arbeiten geschehen ist
(Bastian 2005), der Coexpression von Faltungshelfern, den Chaperonen (Sareen et
al 2001), sowie der gentechnischen Verbesserung der Enzymldslichkeit durch
Entfernung hydrophober Reste (Hoffmann et al 2004, Malissard & Berger 2001,
Murby et al 1995).

2.1 Autoinduzierende Medien

2.2 Gentechnische Verbesserung der Enzymlioslichkeit

Eine Madglichkeit, die Bildung von inclusion bodies auf molekularer Ebene zu
verringern, ist der Austausch hydrophober Aminosauren in der Enzymhiille.
Maresova et al. (2007) haben gezeigt, dass vor allem stark exponierte hydrophobe
Regionen eines Enzyms Anteil an der Bildung inaktiver Aggregate haben. Ein
besonders hydrophober Sequenzabschnitt der P20x ist die Kopfdomane, die aus der
Enzymstruktur herausragt und somit ein geeignetes Ziel zum Austausch hydrophober
durch hydrophilere Aminosauren darstellt. Neben dieser Domane existieren sechs
weitere Sequenzabschnitte, die mit hydrophoben Seitenketten exponiert und nicht an
der Oligomerisierung des Holoenzyms beteiligt sind. Auszutauschende Aminosauren
wurden nach dem Hydropathizitatsindex ausgewahlt (Kyte & Doolittle 1982) und in
stark konservierten Bereichen wie der Kopfdomane durch in anderen Pyranose-2-
Oxidasen vorkommende, hydrophilere Aminosauren ersetzt. In  weniger
konservierten Regionen kam das Prinzip von Bordo und Argos (Bordo & Argos 1991)
zur Anwendung, welches jeweils chemisch und strukturell ahnliche Aminosauren als

Ersatz vorschlagt. Die Austausche erfolgten durch ortsgerichtete Mutagenese, die
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erhaltenen Klone wurden durch Sequenzierung auf korrekte Austausche uUberprift

und zur Charakterisierung angezogen.

221 Erstellung der Hydropathizitatsvarianten
Die Aminosaureaustausche wurden durch ortsgerichtete Mutagenese gemaf} Kapitel

[I7.3 unter Einsatz der KOD-Polymerase vorgenommen. Die verwendeten
Mutageneseprimer sind in Tabelle 3 dargestellt. Es wurden bis zu vier Austausche
pro Primer vorgenommen. Aufgrund des gro3en Abstands und der Anzahl der
Austausche in der Kopfregion wurde diese in zwei Schritten durchgefuhrt, die mit
Mut1 bzw. Mut2 bezeichnet wurden. Diese wurden einzeln charakterisiert und im
Anschluss durch erneute Mutagenese (vgl. Kapitel 117.3) kombiniert. Die restlichen
Austausche sind analog zu den verwendeten Primern mit Hydro1 bis Hydro6
bezeichnet. Die Mutationen wurden direkt im Expressionsplasmid pP20xB2H
vorgenommen, Templateplasmide mit Dpnl verdaut und die Produkte durch
Elektroporation in kompetente E. coli BL21Gold(DE3) transformiert (vgl. Kapitel
112.1).

Tabelle 41: Aminosaureaustausche zur Verbesserung der Loslichkeit. Dargestellt sind

die hergestellten Varianten und mutierten Sequenzabschnitte. Zahlen im Index: Basen-
bereich der Sequenz. Fett: Basenaustausche.

Variante Austausche Sequenz

P20xMut1 T378K, A379S, 119-GTCAAGTCCGATATGACCATTGTCGGCAAG-1321
G385G*

P20xMut2 T395S, S398P  124>-GTCAGCTACACCCCCGGC-1259

P20xHydro1 | A68S, F70Y 260-GAGTCCGGCTACAAC-276

P20xHydro2 | V259S 766-ACCTCGTTCGATCTC-7g,

P20xHydro3 | L287T, F288Y, ss-AATACCTACCCCTCC-gs
A290S

P20xHydro4 | 1295T, 1296T 943-GAGACCACCGGCCTG-gs57

P20xHydro5 | L346T, L349T, 100s-CCGACGCCGTCTACGACG-1112

L350T

P20xHydro6 | F572Y, L575T, 1776-CGGCTACAAGAACACCTACACCGGC-1g00
F576Y, L577T

*Stiller Austausch zur Verbesserung der Codon Usage
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Von den auf LBgan-Platten gewachsenen Kolonien wurde pro Mutageneseansatz eine
selektiert, angezogen und nach Plasmidpraparation per Sequenzanalyse auf korrekte
Mutationen Uberpruft (vgl. Kapitel 116.1, [113). Mutierte Klone wurden zur
Charakterisierung exprimiert und angereichert. Die Sequenzen der erstellten

Varianten sind in Tabelle 41 im Vergleich zum Template dargestellt.

222 Anreicherung und biochemische Charakterisierung der
Hydropathizitatsvarianten
Die Anreicherung der P20xB2H-Varianten erfolgte gemals den Kapiteln 1114.1.1,

[115.1.1 und 1116. Nach dem Ultraschallaufschluss wurden die Zellextrakte einer 10-
minutigen Hitzefallung bei 60°C unterzogen. Nach Zentrifugation wurde der jeweilige
Uberstand durch Affinitatschromatographie an Nickelsepharose aufgetrennt und die
Varianten mit Hilfe ihres HisTags isoliert. Die Anreicherung der Varianten ist in
Tabelle 68 bis Tabelle 74 zusammengefasst. Sie konnten nach Hitzefallung und
Affinitatschromatographie mit einer spezifischen Aktivitat von 10,1 U/mg (P20xB2H-
Hydro3) bis 37 U/mg (P20xB2H-Hydro1) gelchromatographisch rein dargestellt
werden. Zusatzlich zu den Aliquots der einzelnen Aufreinigungsschritte wurden
Proben der Zellpellets aufgetragen, um im Anschluss an die SDS-PAGE den Gehalt
an inclusion bodies quantifizieren zu kdénnen (vgl. Abbildung 26 und Abbildung 27).
Variante P20xB2H-Hydro5 erwies sich als inaktiv und wurde daher nicht weiter

charakterisiert.
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Abbildung 26: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen der
P20xB2H-Varianten P20xB2H-Hydro1 (A), -Hydro2 (B), -Hydro3 (C), -Hydro4 (D) und -
Hydro6 (E). Es wurden denaturierte Proben von Pellet (PE, 16 - 20 ug), Rohextrakt (RE, 17 -
22 Jg), Hitzefallung (HF, 15 - 18 ug) und Ni-Sepharose (NS, 2 - 5 ug) eingesetzt, als Marker
(M, 10 upg) diente der Dual Color® Proteinmarker (BioRad). Die Farbung erfolgte mit

Coomassie Brilliant Blue.
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Abbildung 27: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen der
P20xB2H-Varianten P20xB2H-Mut1 (A) und -Mut2 (B). Es wurden denaturierte Proben
von Pellet (PE, 18 ug), Rohextrakt (RE, 19 pg), Hitzefallung (HF, 18 pg) und Ni-Sepharose
(NS, 3 u. 5 pg) eingesetzt, als Marker (M, 10 pg) diente der Dual Color® Proteinmarker

(BioRad). Die Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

Anhand der Farbdichte der P20x-Banden in Pelletfraktion und Rohextrakt wurde mit
Hilfe der 1D-Analyse-Software QuantityOne® (BioRad) eine quantitative Densito-
metrie durchgeflhrt, um den Anteil von inclusion bodies und I6slichem Protein zur
gesamten exprimierten P20x zu bestimmen (vgl. Kapitel [118.3). Die Ergebnisse

dieser Analyse sind in Tabelle 42 dargestellt. Keine der Varianten wies eine signifi-
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kante Verbesserung auf, lediglich bei P20xB2H-Hydro6 und -Mut2 war der Anteil an

inclusion bodies leicht gesunken.

Tabelle 42: Einfluss der Hydrophobizititsaustausche auf die P20x-Bildung unter
Standard-Kultivierungsbedingungen.

Variante Anteil am Gesamtprotein der P20x [%]
Inclusion bodies Losliches Protein
P20xB2H- 35 65
-Hydro1 45 55
-Hydro2 35 65
-Hydro3 40 60
-Hydro4 58 42
-Hydro6 33 67
-Mut1 35 65
-Mut2 34 66

Substratspezifitat der Hydropathizitatsvarianten

Um die Auswirkungen durch die Austausche genauer zu untersuchen und besonders
bei den zu kombinierenden Varianten eine Verschlechterung der katalytischen
Effizienzen auszuschlieBen, wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten der
Hydropatizitatsvarianten ermittelt (vgl. Kapitel 1119.2). Die spezifischen und relativen
Aktivitaten der jeweiligen Substrate wurden auf den Umsatz des Hauptsubstrates D-

Glucose bezogen und sind in Tabelle 43 dargestellt.

Tabelle 43: Substratspezifitit der Hydropathizitatsvarianten der P20xB2H. Die
Messung der Substratspezifitit wurde mit Hilfe des Standardtests durchgefiihrt. Die
Substrate lagen im Reaktionsansatz gesattigt vor, die Werte wurden durch
Doppelbestimmung bestatigt.

Spezifische Aktivitat [U/mg]
Substrat P20xB2H- Hydro1 Hydro2 Hydro3 Hydro4 Hydro6 Mut1 Mut2

D-Glucose | 22,5 37,0 24,9 10,1 15,9 14,4 22,5 14,4
L-Sorbose | 24,3 39,2 23,4 4,3 15,6 17,9 24,8 17,0
D-Xylose 22,0 23,7 17,9 4,2 9,1 11,5 21,8 14,5
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Relative Aktivitat [%]
Substrat P20xB2H Hydro1 Hydro2 Hydro3 Hydro4 Hydro6 Mut1 Mut2
D-Glucose | 100 100 100 100 100 100 100 100
L-Sorbose | 108 106 94 43 98 124 110 118
D-Xylose 98 64 72 42 57 80 97 101

Drei Varianten, P20xB2H-Hydro1, -Hydro2 und -Mut1, zeigten eine leichte
Verbesserung in ihrer spezifischen Aktivitdt gegenuber D-Glucose. Die Verwertung
von L-Sorbose und D-Xylose war insbesondere bei den Varianten P20xB2H-Hydro2,
-Hydro3 und Hydro4 deutlich verschlechtert.

Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Hydropathizitatsvarianten von
der Substratkonzentration wurde fur die Hauptsubstrate und das Zielsubstrat mit dem
Standardtest bestimmt (vgl. Kapitel 1121.3). Die Kn-Werte, ausgedrickt durch die
Michaelis-Menten-Konstanten, wurden graphisch durch reziproke Auftragung der
Messwerte nach Lineweaver-Burk ermittelt (vgl.Abbildung 77 - Abbildung 83) und
sind mit den daraus resultierenden katalytischen Effizienzen in Tabelle 44 dargestellt.
Die  Standardabweichung wurde durch Vierfachbestimmung bei zwei
Enzymkonzentrationen ermittelt. Fir D-Glucose zeigten alle Varianten erhdhte K-
Werte um Faktor 1,4 (P20xB2H-Mut1) bis 2,8 (P20xB2H-Hydro3). Fir L-Sorbose
waren die Kn-Werte um das 1,5- (P20xB2H-Hydro4) bis 5,3-fache (P20xB2H-
Hydro3) erhoht, fur D-Xylose um das 1,9- (P20xB2H-Hydro4) bis 3,4-fache
(P20xB2H-Mut1).

Tabelle 44: Kinetische Daten der Hydropatizitatsvarianten. Dargestellt sind die K,-Werte

der Varianten im Vergleich zum Parentalenzym P20xB2H (A) sowie die sich daraus
ergebenden k../K-Werte (B).

A) Kn-Werte [mMM]
Substrat P20xB2H Hydro1 Hydro2 Hydro3 Hydro4 Hydro6 Mut1 Mut2

0,65 + 0,69 + 1,1+ 0,58 + 0,58 + 0,55+ 0,64 +
D-Glucose | 0,4

0,03 0,01 0,005 0,05 0,01 0,02 0,015

8,4+ 10,3 + 15,5+ 4,3 + 5,3+ 12,2 + 8,4 +
L-Sorbose | 2,9

0,3 0,35 0,02 0,03 0,02 0,2 0,15

7,6+ 7,2+ 6,7 £ 4,6+ 71+ 81+ 6,8 +

D-Xylose 24
0,25 0,05 0,05 0,1 0,1 0,06 0,15
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B) Keal Kin [s"M"]
Substrat P20xB2H Hydro1 Hydro2 Hydro3 Hydro4 Hydro6 Mut1 Mut2

D-Glucose | 269100 255774 162151 17565 123179 111559 183818 101100
L-Sorbose | 34651 20969 10339 1218 16301 15176 9134 9094
D-Xylose 45970 14012 11171 2817 8889 7278 12093 9581

Trotz verschlechterter katalytischer Effizienzen fur die Hauptsubstrate wurden die
Varianten der Kopfdomane, P20xB2H-Mut1 und -Mut2, durch gerichtete
Mutagenese kombiniert. Die Kombinationsvariante P20xB2H-Mut1+2 wird im
Folgenden mit P20xB2H1 bezeichnet. Die Varianten P20xB2H-Hydro1 bis -Hydro6
wurden nicht weiter charakterisiert, da der Einfluss dieser Austausche auf die

inclusion body-Bildung zu gering war.

223 Anreicherung und biochemische Charakterisierung der
Kombinationsvariante P20xB2H-Mut1+2 (P20xB2H1)
Die Anreicherung der P20xB2H1 erfolgte gemal} den Kapiteln 1114.1.1, 1115.1.1 und

[116. Nach dem Ultraschallaufschluss wurde der Zellextrakt einer 10-minatigen
Hitzefallung bei 60°C unterzogen. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand durch
Affinitatschromatographie an Nickelsepharose aufgetrennt und die Variante mit Hilfe
ihres HisTags isoliert. Die Anreicherung der P20xB2H1 ist in Tabelle 45
zusammengefasst. Sie konnte durch Hitzefallung und Affinitatschromatographie mit
einer Ausbeute von 82% um das 33-fache angereichert und mit einer spezifischen
Aktivitat von 30,2 U/mg gelchromatographisch rein dargestellt werden (vgl. Abbildung
28). Zusatzlich zu den Aliquots der einzelnen Aufreinigungsschritte wurden Proben
der Zellpellets aufgetragen, um im Anschluss an die SDS-PAGE den Gehalt an

inclusion bodies quantifizieren zu kdnnen.

Tabelle 45: Reinigungstabelle der P20xB2H1.

Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 98 106 0,9 100 1
Hitzefallung 89 84 1,1 91 1,1

Ni-Sepharose 80 2,8 30,2 82 33
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Abbildung 28: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen der
P20xB2H1. Es wurden denaturierte Proben von Pellet (PE, 20 ug), Rohextrakt (RE, 23 ug),
Hitzefallung (HF, 17 pg) und Ni-Sepharose (NS, 5 ug) eingesetzt, als Marker (M, 10 pg)
diente der Dual Color® Proteinmarker (BioRad). Die Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant
Blue.

Anhand der Farbdichte der P20x-Banden in Pelletfraktion und Rohextrakt wurde mit
Hife der 1D-Analyse-Software QuantityOne® (BioRad) eine quantitative
Densitometrie durchgefuhrt, um den Anteil von inclusion bodies und I8slichem
Protein zur gesamten exprimierten P20x zu bestimmen (vgl. Kapitel 1118.3). Die
Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 46 dargestellt. Im Vergleich zur P20xB2H
bildete die Variante P20xB2H1 bei einer Anzucht bei 20°C 38% weniger inclusion
bodies. Bei hoéheren Kultivierungstemperaturen (28°C, 37°C) verhielt sich die
Variante ahnlich wie das Parentalenzym, welches bei 28°C zu 53% und bei 37°C

vollstandig als inclusion bodies vorliegt (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 46: Einfluss der Hydrophobizititsaustausche auf die P20x-Bildung unter
Standard-Kultivierungsbedingungen.

Variante Anteil am Gesamtprotein der P20x [%]
Inclusion bodies Losliches Protein

P20xB2H 35 65

P20xB2H1 21 79

Temperaturstabilitat der P20xB2H1

Die Temperaturstabilitat wurde gemaly Kapitel 1121.4 im Bereich um die optimale
Reaktionstemperatur bis zur Temperatur sofortiger Denaturierung bestimmt, die

Ergebnisse sind in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Temperaturstabilitit der P20xB2H1. Das Enzym (0,1 U) wurde bei den
angegebenen Temperaturen 60 min inkubiert und mit dem Standardtest vermessen.

Dargestellt sind die relativen Aktivitdten zu den Messzeitpunkten, wobei die jeweilige Aktivitat
vor Inkubationsstart gleich 100% gesetzt wurde.

Bei Inkubation bei 50°C blieb das Enzym Uber den gesamten Messzeitraum stabil.
Bei 60°C kam es nach 45 min zu einem Aktivitatsverlust von 40%, bei 65°C bereits
nach 15 min. Bei 70°C kam es zu einem stetigen Absinken der Aktivitat Gber 45 min
auf 20%, bei 75°C war die P20xB2H1 bereits nach 10 min vollstandig denaturiert.

pH-Stabilitat der P20xB2H1

Die Ergebnisse der Bestimmung der pH-Stabilitat der Variante sind in Abbildung 30
darstellt. Die Messungen erfolgten mit dem Standardtest gemaR Kapitel 1121.5. Die
Variante wies eine vollstandige Stabilitdt nach 30-mindtiger Inkubation im Bereich
von pH 3,5 bis pH 12,5 auf, ab pH 2,5 bzw. pH 13 war keine Restaktivitat mehr

messbar.
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Abbildung 30: pH-Stabilitdit der P20xB2H1. Das Enzym (0,2 U) wurde jeweils 30 min in
den im Diagramm angegebenen Puffern (100 mM) von pH 2 bis pH 13,0 bei 30°C inkubiert.
Es wurden die Ausgangsaktivitat, die gleich 100% gesetzt wurde, und die Restaktivitat nach
der Inkubation im jeweiligen Puffer mit dem Standardtest erfasst.
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pH-Optimum der P20xB2H1

Die Reaktionsgeschwindigkeit der P20xB2H1 in Abhangigkeit vom pH-Wert wurde
im Bereich von pH 2,5 - 12 mit dem Standardtest bestimmt (vgl. Kapitel 1121.6) und in
Abbildung 31 dargestellt. Das pH-Optimum der P20xB2H1 lag bei pH 5,5 in
Kaliumphosphatpuffer. Im Bereich von pH 5 bis pH 8 wies die Variante hohe

Aktivitaten von Uber 60% auf.
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Abbildung 31: pH-Optimum der P20xB2H1. Die Reaktionsansatze (0,1 U) enthielten
100 mM Puffer verschiedener pH-Werte im Bereich von pH 2,5 - 12 . Angegeben sind die
relativen Aktivitdten bezogen auf den Ansatz mit der héchsten Aktivitat, die als 100% gesetzt
wurde.

Substratspezifitat der P20xB2H1
Die Reaktionsgeschwindigkeiten der P20xB2H1 wurden analog zu Kapitel 1119.2

ermittelt.

Tabelle 47: Substratspezifitat der P20xB2H1. Die Messung der Substratspezifitat wurde
mit Hilfe des Standardtests durchgefihrt. Die Substrate lagen im Reaktionsansatz gesattigt
vor, die Werte wurden durch Doppelbestimmung bestatigt.

Spez. Aktivitat [U/mg] Rel. Aktivitat [%]
Substrat P20xB2H P20xB2H1 P20xB2H P20xB2H1
D-Glucose 22,5 30,2 100 100
L-Sorbose 243 30,4 108 101
D-Xylose 22,0 23,2 98 77
D-Galactose 2,3 2,7 10 9
D-Mannose 7,6 9,0 34 30
2-Desoxy-D-glucose | 3,6 5,4 16 18
6-Desoxy-D-glucose | 26,8 40,3 119 134
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Die spezifischen und relativen Aktivitaten der jeweiligen Substrate wurden auf den
Umsatz des Hauptsubstrates D-Glucose bezogen und sind in Tabelle 47 dargestellt.
Die P20xB2H1 wies eine 1,3-fach erhohte spezifische Aktivitat fir D-Glucose auf.
Die relativen Aktivitaten zeigten flr die meisten getesteten Substrate nur geringe
Abweichungen gegenliber dem Parentalenzym, mit Ausnahme einer 1,3-fach
niedrigeren relativen Aktivitat fur D-Xylose und einer 1,1-fachen Verbesserung fur 6-
Desoxy-D-glucose.

Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration wurde
mit dem Standardtest bestimmt (vgl. Kapitel 1121.3). Die Ermittlung der K-Werte fand
durch reziproke Auftragung der Messwerte nach Lineweaver-Burk statt
(vgl. Abbildung 62), die daraus resultierenden kinetischen Daten sind in Tabelle 48
zusammengefasst. Die Standardabweichungen wurden jeweils durch Vierfach-
bestimmung bei zwei Enzymkonzentrationen ermittelt. Die Variante wies fir D-Xylose
einen um das 2,8-fache erhdhten K,-Werte auf, fir die weiteren getesteten Substrate
zeigte die P20xB2H1 leicht verbesserte Affinitaten. Die katalytischen Effizienzen der
Variante waren fur die meisten Substrate mit Ausnahme von D-Xylose deutlich

erhoht. Fur 6-Desoxy-D-glucose lag eine Verbesserung um das 2,3-fache vor.

Tabelle 48: Kinetische Daten der P20xB2H1. Dargestellt sind die K,-Werte im Vergleich
zum Parentalenzym P20xB2H sowie die daraus resultierenden k../K,-Werte.

Kin [MM] Keatl K [8'M7]
Substrat P20xB2H P20xB2H1 P20xB2H P20xB2H1
D-Glucose 0,4 0,34 + 0,02 269100 399114
L-Sorbose 29 25+0,1 34651 54639
D-Xylose 2,4 6,710, 45970 15559
D-Galactose 6,1 5,25+ 0,02 1650 2311
D-Mannose 101 101,41+ 0,8 336 399
2-Desoxy-D-glucose |99 94,8 + 0,5 162 256
6-Desoxy-D-glucose |0,96 0,62 + 0,02 125533 292067

2.3 Coexpression der P20xB2H1 mit Chaperonen

Neben hydrophoben Regionen in der Proteinhiille ist oft auch eine Uberlastung der
zelleigenen Maschinerie an Chaperonen der Grund fur einen hohen Anteil an

inclusion bodies (Lorimer 1996, Rinas & Bailey 1993). Durch die Coexpression der
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P20x mit Chaperon-tragenden Plasmiden (Takara Bio Inc.) kann die Kkorrekte
Faltung des rekombinanten Enzyms unterstiutzt und so die Ausbeute erhdht werden.
Die Expression der P20xB2H wurde bereits auf diese Art verbessert (Pitz 2007),
dabei hatte sich der Triggerfaktor aus E. coli als das effektivste Chaperon erwiesen.
Um diesen Effekt auf P20xB2H1 zu ubertragen wurden kompetente Zellen von
E. coli BL21(Gold)DE3 hergestellt, die das Triggerfaktor-Plasmid pTf16 trugen. Diese
wurden mit pP20xB2H1 transformiert und beide Gene zur Expression gebracht (vgl.
Kapitel 1111, 1112.1 und 1114.1.2). Parallel dazu wurden P20xB2H und P20xB2H1
zum Vergleich exprimiert und alle Varianten gemaf Kapitel 1115.1.1, 1116.1 und 1116.2
aufgereinigt. Die Expression fand bei 20°C und 28°C statt. Der Verlauf der
Aufreinigung der P20xB2H1 mit dem Triggerfaktor ist in Tabelle 49 dargestellt.

Unter Coexpression des Triggerfaktors konnte die Variante P20xB2H1 mit einer
94%-igen Ausbeute um das 30-fache zu einer spezifischen Aktivitat von 31,9 U/mg
angereichert werden. Die Ausbeute an reinem Enzym aus 250 ml Kultur nach
Aufreinigung uber Nickelsepharose lag dabei um das 1,7-fache hoher als ohne
Triggerfaktor (vgl. Tabelle 45).

Tabelle 49: Reinigungstabelle der P20xB2H1 mit Tf16 bei 28°C.

Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 143 135 1,1 100 1
Hitzefallung 138 58 2,4 97 2,2
Ni-Sepharose 134 4,2 31,9 94 30

Die Aufreinigung von P20xB2H und P20xB2H1 mit Tf16 ist in Abbildung 32 anhand
einer SDS-PAGE dokumentiert (P20xB2H1 siehe Abbildung 28). Zur Quantifizierung
der inclusion bodies wurden identisch behandelte Proben des Zellpellets aufge-

tragen.
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Abbildung 32: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen von
P20xB2H (A) und P20xB2H1+Tf16 (B). Es wurden denaturierte Proben von Pellet (PE, 18
Mg), Rohextrakt (RE, 20 - 22 ug), Hitzefallung (HF, 16 - 17 ug) und Ni-Sepharose (NS, 3 - 8

ug) eingesetzt, als Marker (M, 10 ug) diente der Dual Color® Proteinmarker (BioRad). Die
Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

Anhand der Farbdichte der P20x-Banden in Pelletfraktion und Rohextrakt wurde mit
Hife der 1D-Analyse-Software QuantityOne® (BioRad) eine quantitative
Densitometrie durchgefuhrt, um den Anteil von inclusion bodies und I6slichem
Protein zur gesamten exprimierten P20x zu bestimmen (vgl. Kapitel 1118.3). Die
Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 50 dargestellt.

Unter Einfluss des Triggerfaktors war die inclusion body-Bildung bei 20°C um Faktor
2,9 verringert, was einer Verbesserung um das 4,8-fache im Vergleich mit dem
Parentalenzym entspricht. Bei einer Kultivierung bei 28°C war die Loslichkeit des
Enzyms um das 5,3-fache verbessert, lediglich 10% der P20x lagen als inaktive

Aggregate vor.

Tabelle 50: Einfluss der Coexpression des Triggerfaktor auf die P20xB2H1-Bildung
unter Standard-Kultivierungsbedingungen.

P20x

Variante Anteil am Gesamtprotein der P20x [%]
20°C 28°C
Inclusion Losliches Inclusion Losliches
bodies Protein bodies Protein
P20xB2H 35 65 53 47
P20xB2H1 21 79 n.b. n.b.
P20xB2H1+Tf16 7,3 93 10 90
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2.4 Verbesserung der P20x-Produktion durch Erhéhung der Zelldichte

Neben einer Erhohung der Produktivitat der einzelnen Wirtszelle bezuglich des
rekombinanten Enzyms kann durch definierte Kultivierungsparameter auch die
Zelldichte pro Liter Kulturmedium erhdht werden. Da bei nicht-sezernierten Enzymen
die Proteinkonzentration proportional zur Zellkonzentration steigt, wird so die
Ausbeute an rekombinatem Enzym gesteigert (Lee 1996).

Da bisherige Fermentationsprozesse mit P20x in E. coli BL21(DE3) durchgefihrt
wurden (Bastian 2005), wurde die Variante P20xB2H1 zur besseren Vergleichbarkeit
der Verfahren in diesen Stamm gemaf Kapitel 1111 und 1112 umkloniert. Dazu wurden
kompetente Zellen von E. coli BL21(DE3) hergestellt, mit pTf16 transformiert und
uberpruft. Aus einem positiven Klon wurden erneut kompetente Zellen hergestellt
und diese mit pP20xB2H1 transformiert. Klone wurden auf LBkan+cm Selektiert und
durch BamHI-Kontrollverdau auf Vorhandensein der Plasmide Uberprift.

Gemaly Kapitel 1114.1.5 wurden 20 ml LByanicm als Vorkultur mit 10 pl einer
Glycerinkultur von E. coli BL21(DE3) mit pP20xB2H1 und pTf16 Uber Nacht bei 37°C
inkubiert und am Folgetag der Fermenter mit 1 L Basismedium (vgl. Kapitel 113.1) zu
einer ODgpp von 0,003 angeimpft. Die primare Fermentation erfolgte bei 37°C. Bei
Erreichen einer Zelldichte von ODgpo= 20 nach 18 h wurde durch Zugabe von 0,1 mM
IPTG und 0,5 mg/ml Arabinose die Enzymexpression induziert und die Temperatur
auf 28°C gesenkt. Zum gleichen Zeitpunkt wurde das feeding mit 1,74 mmol/ml
Glucoseldsung pro min gestartet, da der Verbrauch der D-Glucose im Medium durch
einen steigenden pH angezeigt wurde. Die Titration erfolgte mit 4 M H,SO4 bzw.
25%igem Ammoniak, welcher zugleich als Stickstoffquelle diente. Davon wurden im
Laufe der Fermentation durchschnittlich 40 bzw. 95 ml zugegeben. Der Verlauf der
Fermentation wurde durch Messung der Zelldichte bei ODgoo und Aktivitatsmessung
aufgeschlossener Proben mit dem Standardtest bestimmt und ist in Abbildung 33
dargestellt. Die Proben wurden auf’erdem durch eine SDS-PAGE analysiert (vgl.
Abbildung 34).
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Abbildung 33: Hochzelldichtefermentation von E. coli BL21(DE3) mit P20xB2H + Tf16.
Pfeil: Induktion mit IPTG und Temperaturshift von 37°C auf 28°C. Schwarz: Zelldichte; blau:
Kultivierungstemperatur; rot: P20x-Aktivitat.
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Abbildung 34: SDS-PAGE zur Darstellung des Fermentationsverlaufs von
P20xB2H1+Tf16 nach Induktion (t=0). Es wurden denaturierte Rohextraktproben (ca. 20
ug) von 0 - 18 h nach Induktion eingesetzt, als Marker (M, 10 pg) diente der Dual Color®
Proteinmarker (BioRad). Die Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

Die Zellen erreichten nach 18 h eine ODgyo von 20 und wurden induziert. Durch die
anschlieBende Temperaturerniedrigung kam es zu einer Verlangsamung des
Wachstums. Nach weiteren 17 h hatte die Kultur ihre maximale ODgyp von 162
erreicht und trat in die stationare Phase ein, woraufhin die Zellen geerntet wurden
(10 min bei 6100 x g und 4°C). Das Feuchtgewicht der Zellen betrug 317 g, was
einem Trockengewicht von ca. 63 g entspricht (Lee 1996). Die Zellen wurden in
800 ml KH2PO4 (100 mM, pH 7) resuspendiert und mit Ultraschall aufgeschlossen
(vgl. Kapitel 1115.1.1). Nach Zentrifugation zur Entfernung der Zelltrimmer wurde der
Rohextrakt 10 min bei 60°C gefallt, denaturierte Protein abzentrifugiert und der

Uberstand mit Hilfe des HisTags an Nickelsepharose gereinigt. Der Verlauf der
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Reinigung ist in Tabelle 51 dargestellt und in Abbildung 35 anhand einer SDS-PAGE

dokumentiert.

Tabelle 51: Reinigungstabelle der P20xB2H1+Tf16 nach Hochzelldichtefermentation
(bezogen auf 1 L Kultur).

Gesamt- Gesamt- Gesamt- Spez. Aktivitdt Ausbeute Anreicherung

volumen [ml] aktivitdt [U]  protein [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 800 6333 3214 1,97 100 1
Hitzefallung 800 6059 2136 2,84 99 1,4
Ni-Sepharose 60 5438 175 311 86 15,8
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Abbildung 35: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen von
P20xB2H1+Tf16. Es wurden denaturierte Proben von Pellet (PE, 23 pg), Rohextrakt (RE,
20 ug), Hitzefallung (HF, 20 ug) und Ni-Sepharose (NS, 1 - 30 ug) eingesetzt, als Marker (M,
10 pg) diente der Dual Color® Proteinmarker (BioRad). Die Farbung erfolgte mit Coomassie
Brilliant Blue.

Die P20xB2H1 konnte mit einer Ausbeute von 86% um das 15,8-fache auf eine
spezifische Aktivitat von 31,1 U/mg angereichert werden. Mit einer Gesamtaktivitat
im Rohextrakt von 6333 U konnte die bisher beste Ausbeute einer P20x-Produktion
mit E. coli BL21(DE3) im Fermenter um das 12,7-fache gesteigert werden (Bastian
2005).

2.5 Biokonversion mit P20xB2H1

Da die Variante P20xB2H1 neben einer hoheren Ldslichkeit auch eine hdheren
Expressionslevel und verbesserte katalytische Effizienzen aufwies, wurde ihr Nutzen
in der Verwertung verschiedener Substrate getestet. Das Produkt der Konversion der

L-Sorbose, 5-Keto-D-fructose, wird zur chemischen Synthese von Azazuckern
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eingesetzt, welche unter anderem als Glycosidaseinhibitoren Anwendung finden
(Baxter & Reitz 1992, Reitz & Baxter 1990). 6-Desoxy-D-glucose und ihr Produkt 6-
Desoxy-D-glucoson stellen Intermediate bei der Synthese von D-Rhamnose aus D-
Glucose dar. D-Rhamnose ist die Hauptkomponente immunogener Oligosaccharide
zahlreicher pathogener Bakterien und stellt somit ein Target fir die Entwicklung von
Vakzinen dar (Ovod et al 1996, Webb et al 2004).

Biokonversion von L-Sorbose unter Sauerstoffbegasung

P20xB2H1 wurde gemal® den Kapiteln 1114.1.2, 1115.1.1 und 1116 mit Triggerfaktor
exprimiert, aufgereinigt und durch Umpufferung in 100 mM KH>PO,4 (pH 7) von
Imidazol befreit (vgl. Kapitel 1116.3). Die Konversionen wurden nach Kapitel 1122
durchgefuhrt. Dabei wurden 600 mM L-Sorbose in einem Reaktionsvolumen von
500 ml 100 mM KH2PO4 mit 2 U/ml P20xB2H bzw. P20xB2H1 unter Sauerstoff-
begasung umgesetzt. Der Verlauf des Umsatzes wurde anhand der Konzentration
von Substrat und Produkt mittels HPLC verfolgt und ist zusammen mit der

Sauerstoffkonzentration in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Biokonversion von 600 mM L-Sorbose (®) zu 5-Keto-D-fructose (m) mit
P20xB2H (A) bzw. P20xB2H1. Die Biokonversion fand unter Zufuhr von reinem Sauerstoff
statt. Verlauf der O,-Sattigung: blau. Es wurden jeweils 2 U Enzym pro ml Reaktionsvolumen
eingesetzt.

Mit P20xB2H war dieser Umsatz nach 6 h quantitativ abgeschlossen, mit P20xB2H1
nach 5 h. Die Sauerstoffsattigung sank bei beiden Enzymen zu Beginn des
Umsatzes bis auf 20% (A) bzw. 10% (B) ab und stieg gegen Ende der Reaktion

wieder auf das Ausgangsniveau von 100%.
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Biokonversion von L-Sorbose unter H,O,-Titration

Da Sauerstoff fir die Reaktion der P20x limitierend ist und durch Begasung mit
reinem Sauerstoff die Sattigung in der Reaktionslésung nicht auf einem ausreichend
hohen Level gehalten werden kann, um die maximale Reaktionsgeschwindigkeit des
Enzyms zu erreichen, wurden die weiteren Konversionen unter Titration mit
Wasserstoffperoxid durchgefuhrt. Dieses wird von der im Ansatz enthaltenen
Katalase zu Sauerstoff und Wasser umgesetzt und so die 0O,-Sattigung bei
durchschnittlich 100% gehalten. Dabei kommt es zu einer Volumenerhdhung,
weshalb die Stoffmengen zur besseren Darstellbarkeit in Gramm umgerechnet
wurden. Die Volumenzunahme entspricht der Menge zugegebenen 3,5%igen
Wasserstoffperoxids. Die Reaktion wurde durch HPLC-Analyse verfolgt und ist in

Abbildung 37 im Vergleich zu einer Reaktion unter Sauerstoffoegasung dargestellt.
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Abbildung 37: Biokonversion von 600 mM L-Sorbose(e) zu 5-Keto-D-fructose (m) mit
P20xB2H1 unter O,-Begasung (A) bzw. mit H,O,-Titration (B). Verfolgt wurden O,-
Sattigung (blau) und Volumenzunahme (nur B, violett). Es wurden 3,3 U (A) bzw. 1,8 U (B)
Enzym pro mmol Substrat eingesetzt.

Unter Titration mit Wasserstoffperoxid und einer konstanten Sauerstoffsattigung war
der Umsatz bereits nach der Halfte der Zeit abgeschlossen, die unter Sauerstoff-
begasung bendtigt wurde. Da in diesem Umsatz nur die Halfte an Enzym eingesetzt
wurde, liegt die Umsatzrate damit etwa 4-fach hoher als ohne Wasserstoffperoxid.
Zur Optimierung der anschlieenden Produktreinigung wurde das Enzym im
Folgenden in H,O umgepuffert und im Verlauf der Konversion mit KOH titriert.
Dadurch konnte im Anschluss an eine Ultrafiltration zum Abtrennen der Enzyme
durch Gefriertrocknung das reine Produkt als Feststoff erhalten werden (vgl. Kapitel
[116.3, 1122.1; Daten nicht gezeigt).
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Biokonversion von 6-Desoxy-D-glucose im LabormaRstab

P20xB2H und P20xB2H1 wurden gemal den Kapiteln 1114.1.2, 1115.1.1 und 1116 mit
Triggerfaktor exprimiert, aufgereinigt und durch Umpufferung in 100 mM KH,PO4 von
Imidazol befreit (vgl. Kapitel 1116.3). Es wurden 250 mM 6-Desoxy-D-glucose in
einem Reaktionsvolumen von 10 ml 100 mM KH,PO4 mit 0,5 U/ml P20xB2H bzw.
P20xB2H1 unter Sauerstoffbegasung umgesetzt. Die Reaktion wurde mit HPLC-
Analytik verfolgt (vgl. Abbildung 38).
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Abbildung 38: Biokonversion von 250 mM 6-Desoxy-D-glucose (e) zu 6-Desoxy-D-
glucoson (m) mit P20xB2H (A) bzw. P20xB2H1 (B). Die Biokonversion fand unter Zufuhr
von reinem Sauerstoff statt. Verfolgt wurden O,-Sattigung (blau) und pH (griin). Es wurden
jeweils 0,5 U Enzym pro ml Reaktionsvolumen eingesetzt.

Die Konversion der 6-Desoxy-D-glucose verlief mit beiden Varianten quantitativ. Mit
P20xB2H war der Umsatz nach 1,8 h abgeschlossen, mit P20xB2H1 nach 1,2 h und
damit um 33% schneller. Daher wurde letztere Variante in einer groleren,

praparativen Konversion eingesetzt.

Biokonversion von 6-Desoxy-D-glucose im praparativen MaRstab

Die P20xB2H1 wurde zur Erleichterung der anschlieRenden Produktaufreinigung in
H,O umgepuffert (vgl. Kapitel 1116.3). 0,5 U/ml der Variante wurden eingesetzt, um
250 mM 6-Desoxy-D-glucose in 100 ml Reaktionsvolumen unter Sauerstoffoegasung
umzusetzen (vgl. Kapitel 1122). Zum Erhalt des pH wurde mit 1 M (NH4).CO:x titriert.
Substratabnahme und Produktbildung wurden mit HPLC verfolgt und sind in
Abbildung 39 dargestellt.
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Abbildung 39: Biokonversion von 250 mM 6-Desoxy-D-glucose (e) zu 6-Desoxy-D-
glucoson (m) mit P20xB2H1. Die Biokonversion fand unter Zufuhr von reinem Sauerstoff
statt. Verfolgt wurden O,-Sattigung (blau), pH (grin) und (NH4),COs-Zugabe (pink). Es
wurden 0,5 U Enzym pro ml Reaktionsvolumen eingesetzt.

Die Konversion war nach 3,5 h quantitativ abgeschlossen. P20x und Katalase
wurden durch Ultrafiltration (Amicon) aus der Reaktionsldsung entfernt und diese
nach einfrieren bei -70°C durch Lyophilisation getrocknet (vgl. Kapitel 1122.1). Die
Ausbeute im Vergleich zur eingesetzten Substratmenge betrug 87,5%. Abbildung 40
zeigt das lyophilisierte Produkt 6-Desoxy-D-glucose.

Abbildung 40: Lyophilisat von reinem 6-Desoxy-D-glucoson aus einer Konversion mit
P20xB2H1.
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Produktanalytik

Das lyophilisierte 6-Desoxy-D-glucoson wurde zur Uberpriifung seiner Reinheit
verschiedenen Stufen der Analytik unterzogen. Es wurde gemaR Kapitel 122.2 eine
vergleichende HPLC-Analyse von reinem Substrat, Produkt und einem 1:1-Gemisch

durchgefuhrt, welche in Abbildung 41 dargestellt ist.

AW gt He

Abbildung 41: HPLC-Analyse von 25 mM 6-Desoxy-D-glucose (A), 6-Desoxy-D-
glucoson (C) und einem 1:1-Gemisch (C). Fluf3rate: 0,25 ml/min. Saule: Rezex ROA-
Organic Acid H*. FlieRmittel: HoO .

Sowohl Substrat als auch Produkt lagen chromatographisch rein vor und konnten
getrennt dargestellt werden.

Zur Verifizierung der Produktreinheit und besseren Darstellung der Umsatzverlaufs
wurde auferdem eine Dunnschichtchromatographie gemafly Kapitel 1122.3 durch-
gefuhrt. Dazu wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumplatten mit Substrat,
Produkt und filtrierten Proben des Umsatzes zu verschiedenen Zeitpunkten beladen
und in Phenol als Laufmittel getrennt. Die Detektion erfolgte durch Bespruhen mit p-
Anisaldehyd und Erhitzen (vgl. Abbildung 42).

Die Chromatographie zeigte sowohl die Reinheit des Substrates als auch des
Produkts. Der Verlauf des Umsatzes erwies sich als quantitativ, es konnten keine

Nebenprodukte detektiert werden.
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1) 1 M 6-Desoxy-D-glucose
2) Konversiont=0
3) t=10min
4) t=20min
5) t=30min
6) t=50 min
6 7) t=70 min
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Abbildung 42: Dunnschichtchromatographische Auftrennung von 1 M 6-Desoxy-D-
glucose (1), Umsatzverlauf (2-11) und lyophilisiertem 6-Desoxy-D-glucoson. Laufmittel:
Phenol/Wasser 4:1. Detektion: p-Anisaldehyd/Methanol/Eisessig/H,SO, + Hitze. Zeitpunkt
der Probenahme: siehe Legende.

Um nachzuweisen, dass es sich bei dem Produkt tatsachlich um 6-Desoxy-D-glucose
handelte, wurde das lyophilisierte Produkt einer NMR-Spektroskopie unterzogen (vgl.
Kapitel 1122.4). Die erhaltenen Spektren wurden mit Literaturwerten abgeglichen
(Freimund & Kopper 2004) und sind in Abbildung 43 dargestellt.
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Abbildung 43: NMR-Spektroskopische Aufnahmen von lyophilisiertem 6-Desoxy-D-
glucoson in D,0. A: 'H-NMR, B: "*C-NMR.

Die Peaks der erhaltenen Spektren entsprachen den nach der Literatur zu
erwartenden Isoformen des 6-Desoxy-D-glucosons, das Produkt wurde damit
eindeutig identifiziert.



116 Experimente und Ergebnisse

3 Stabilisierung der P20x gegen Oxidationsinaktivierung

Pyranose-2-Oxidasen bendtigen zur Katalyse einen Elektronenakzeptor wie
Sauerstoff, welcher als Ubergang bei der Reduktion zu Wasserstoffperoxid Radikale
bilden kann. Diese, sowie das entstehende H,O,, werden als Hauptgrinde fir die
Inaktivierung von Oxidasen im Laufe einer langeren Konversion angesehen (Massey
1994, Tse & Gough 1987). Das Hinzufligen von Katalase zum Umsatz verhindert die
Inaktivierung des Enzyms nicht vollstandig, da die Oxidation hauptsachlich an
Cysteinen und Methioninen im Inneren des Enzyms stattfindet (Chang et al 2000). Es
wurde bereits in vorangegangenen Arbeiten versucht, die Stabilitat der P20x durch
Austausch des Cystein 170 im aktiven Zentrum durch Threonin, Serin und Alanin und
verschiedener Methionine durch Leucin und Isoleucin zu verbessern. Die Austausche
zeigten jedoch keinen Einfluss auf die Empfindlichkeit gegeniber Oxidation und
waren zum Teil inaktiv (Bastian 2005, Dorscheid 2005). Im Rahmen dieser Arbeit
sollten nun mit Hilfe der MALDI-TOF-Analyse diejenigen der 17 Methionine der P20x
ausfindig gemacht werden, deren Oxidation zur Inaktivierung des Enzyms fuhrt, und
diese im Anschluss durch Sattigungsmutagenese ausgetauscht werden. Ein Einsatz
der so enstandenen Varianten in einer Konversion unter Sauerstoffoegasung tber
einen langeren Zeitraum sollte Aufschluss udber einen Einfluss auf die

Oxidationsinaktivierung geben.

3.1 Identifizierung oxidationsanfalliger Aminosauren durch MALDI-TOF-

Analyse

Um Methionine zu identifizieren, die im Laufe einer Konversion zu Oxidation neigen
und so eine Inaktivierung der P20x verursachen, wurde ein Umsatz mit 50 mM D-
Glucose gemal Kapitel 1122 durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die Kohlenhydrate
durch Filtration abgetrennt und das Enzym einem Peptidaseverdau mit Pepsin bzw.
Trypsin unterzogen (vgl. Kapitel 1123.1.1, 1123.1.2). Eine Probe frisch aufgereinigtes
Enzym wurde als Vergleich identisch behandelt. Die fragmentierten Proben wurden
in eine Sinapinsaurematrix eingebettet und im Flugzeitanalysator nach ihren Massen
getrennt (vgl. Kapitel 1123.1.3). Die dabei erhaltenen Massenpeaks wurden mit
Massenfingerprints verglichen, die durch in silico-Verdau erstellt wurden (MS Mascot,

University of California). Die erhaltenen Spektren sind exemplarisch anhand der
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durch Pepsinverdau erhaltenen Fragmente von frischer P20xB2H und P20xB2H
nach Konversion in Abbildung 44 dargestellt.
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Abbildung 44: MALDI-TOF-Spektren von P20xB2H vor (A) und nach (B) Konversion
von 50 mM Glucose. Protease: Pepsin. Matrix: Sinapinsaure. Spektrometer: MALDI-TOF
MS/MS 4800 (Applied Bioscience). Pfeil: Met164-Fragment

In den Spektren der P20xB2H nach Konversion sind neben den P20x-Fragmenten
auch Katalasefragmente vorhanden, da dieses Enzym nach Umsatzende nicht von
der P20x zu trennen ist. Diese Fragmente lassen sich jedoch durch den Vergleich

mit in silico- Verdauen voneinander unterscheiden.

Tabelle 52: Peakliste mit M164 nach Pepsinverdau aus in silico-Verdau und MALDI
TOF-Analyse.

Fehl In sii m/z aus Messung*
enl- n silico
P20x-Peptidsequenz*
spaltungen m/z vor nach
Umsatz Umsatz
T (A)VTRVVGGMSTHW(T)'®® 0 1330,5614 | 1330,37 | 1346,75
%3(L)SGQAVTRVVGGMSTHW(T)'®® 1 1673,9031 | 1673,77 | 1689,65
T A)VTRVVGGMSTHWTCA(T)"" 1 1676,9694
%%(L)SGQAVTRVVGGMSTHWTCA(T)'" 2 2020,3111 | 2020,16 | 2036,02
%0(L)RNLSGQAVTRVVGGMSTHW(T)'® 2 2057,3567 | 2057,00
YT(A)VTRVVGGMSTHWTCATPRF(E)'"® 2 2178,5591 2194,04

*nach Pepsinverdau
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Der Vergleich der erhaltenen Peaklisten aus Messung und in silico-Verdau wies drei
Methionine auf, deren Oxidationsverhalten auf eine Inaktivierung im Laufe der
Konversion schlielien lie. Diese befanden sich an Position 74, 164 und 381.
Austausche an den Positionen 74 und 381, die beide nicht in Nahe des aktiven
Zentrums liegen, wurden bereits ohne Einfluss auf die Stabilitait des Enzyms
durchgefuhrt (Pabst 2007), daher wurde das an der FAD-Bindung beteiligte

Methionin 164 zum Austausch durch Sattigungsmutagenese ausgewahlt.

3.2 Sattigungsmutagenese von Methionin 164

Um Methionin164 durch alle anderen moglichen Aminosauren gezielt zu ersetzen,
wurde eine Sattigungsmutagenese durchgefuhrt. Dazu wurde eine KOD-QuikChange
gemal Kapitel 117.3 verwendet, zu der Primer eingesetzt wurden, die an Position des
Methionin164 Codons fur alle weiteren Aminosauren trugen (vgl. Tabelle 3). Die
Mutagenese wurde direkt im Expressionsvektor pP20xB2H vorgenommen,
Templateplasmide im Anschluss an die PCR mit Dpnl verdaut und die Produkte
durch Elektroporation in kompetente E. coliBL21Gold(DE3) transformiert (vgl.
Kapitel 1112.1). Von den auf LBygan-Platten gewachsenen Kolonien wurde pro
Mutageneseansatz eine selektiert, angezogen und nach Plasmidpraparation per
Sequenzanalyse auf korrekte Mutation Uberpruft (vgl. Kapitel 116.1, [113). Mutierte
Klone wurden zur Charakterisierung exprimiert und angereichert (vgl. Kapitel
114.1.1, 1115.1.1 und [116) und einer Aktivitdtsmessung und Proteinbestimmung

unterzogen (vgl. Kapitel 1119, 1117).

Tabelle 53: Aminosaureaustausche an der Position M164. Dargestellt sind die aktiven
Varianten und mutierten Sequenzabschnitte im Vergleich zum unmutierten Template
P20xB2H mit ihrer jeweiligen spezifischen Aktivitat [U/mg] fir D-Glucose in Prozent.

Variante Austausch Sequenz Aktivitat [%]
M164 54-GGCGGCATGTCTACG-54 100
M164Q Methionin = Glutamin 5,,-GGCGGCCAGTCTACG-s41 88
M164A Methionin - Alanin 547-GGCGGCGCGTCTACG-s561 63
M164C Methionin > Cystein  5,-GGCGGCTGCTCTACG-s6+ 50
M164S Methionin - Serin 54-GGCGGCTCTTCTACG-s561 38
M164G Methionin - Glycin 54-GGCGGCGGCTCTACG-51 25
M164H Methionin - Histidin  5,,-GGCGGCCATTCTACG-s64 13

Inaktiv: M164F, -T, -P, -D, -K, -W, -R, -N, -E, -V, -L, -, -Y
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3.3 Anreicherung und biochemische Charakterisierung von P20xB2H-M164Q

Die Anreicherung der P20xB2H-M164Q erfolgte gemal® den Kapiteln 1114.1.1,
[115.1.1 und [I16. Nach dem Ultraschallaufschluss wurde der Zellextrakt einer 10-
minutigen Hitzefallung bei 60°C unterzogen. Nach Zentrifugation wurde der
Uberstand durch Affinitdtschromatographie an Nickelsepharose aufgetrennt und die
Variante mit Hilfe ihres HisTags isoliert. Die Anreicherung der P20xB2H-M164Q ist
in Tabelle 54 dargestellt. Sie konnte durch Hitzefallung und Affinitatschromatographie
mit einer Ausbeute von 81% um das 20-fache angereichert und mit einer
spezifischen Aktivitat von 14,1 U/mg gelchromatographisch rein dargestellt werden
(vgl Abbildung 45).

Tabelle 54: Reinigungstabelle der P20xB2H-M164Q.

Gesamtaktivitatt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 107 153 0,7 100 1,0
Hitzefallung 90 113 0,8 84 1,1
Ni-Sepharose 87 6,2 14,1 81 20

M PE RE HF NS l;l%

Abbildung 45: SDS-PAGE zur Darstellung verschiedener Aufreinigungsstufen von
P20xB2H-M164Q. Es wurden denaturierte Proben von Pellet (PE, 16 ug), Rohextrakt (RE,
20 ug), Hitzefallung (HF, 18 ug) und Ni-Sepharose (NS, 10 bzw. 1 ug) eingesetzt, als Marker
(M, 10 pg) diente der Dual Color® Proteinmarker (BioRad). Die Farbung erfolgte mit
Coomassie Brilliant Blue.
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Temperaturstabilitat der P20xB2H-M164Q

Die Temperaturstabilitat wurde gemaly Kapitel 1121.4 im Bereich um die optimale
Reaktionstemperatur bis zur Temperatur sofortiger Denaturierung bestimmt, die

Ergebnisse sind in Abbildung 46 dargestellit.
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Abbildung 46: Temperaturstabilitdt der P20xB2H-M164Q. Das Enzym (0,1 U) wurde bei
den angegebenen Temperaturen 60 min inkubiert und mit dem Standardtest vermessen.
Dargestellt sind die relativen Aktivitaten zu den Messzeitpunkten, wobei die jeweilige Aktivitat
vor Inkubationsstart gleich 100% gesetzt wurde.

Bei Inkubation bei 50°C blieb das Enzym Uber den gesamten Messzeitraum stabil.
Bei 60°C kam es nach 10 min zu einem primaren Aktivitatsverlust von 40%, bei 65°C
sank die Aktivitat kontinuierlich in 30 min bis auf 10%. Bei 70°C sank die Aktivitat in 5
min unter 10%, Restaktivitdt war noch nach 30 min messbar. Bei 75°C war der
Verlauf ahnlich, die Restaktivitat lag hier bei unter 5%. Auch hier war die Variante

erst nach 45 min vollstandig denaturiert.

pH-Stabilitat der P20xB2H-M164Q

Die Ergebnisse der Bestimmung der pH-Stabilitat der Variante sind in Abbildung 47
darstellt. Die Messungen erfolgten mit dem Standardtest gemaR Kapitel 1121.5. Die
Variante wies eine vollstandige Stabilitat nach 30-mindtiger Inkubation im Bereich
von pH 4 bis pH 11 auf, bis pH 2,5 bzw. pH 12,5 waren noch Restaktivitaten

messbar.
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Abbildung 47: pH-Stabilitit der P20xB2H-M164Q. Das Enzym (0,2 U) wurde jeweils
30 min in den im Diagramm angegebenen Puffern (100 mM) von pH 2 bis pH 13,0 bei 30°C
inkubiert. Es wurden die Ausgangsaktivitat (100%) und die Restaktivitat nach der Inkubation
im jeweiligen Puffer mit dem Standardtest erfasst.

pH-Optimum der P20xB2H-M164Q

Die Reaktionsgeschwindigkeit der P20xB2H-M164Q in Abhangigkeit vom pH-Wert
wurde im Bereich von pH 2,5 - 11 mit dem Standardtest bestimmt (vgl. Kapitel 1121.6)
und in Abbildung 48 dargestellt. Das pH-Optimum der P20xB2H-M164Q lag bei
pH 6 - 6,5 in Kaliumphosphatpuffer. In anderen Puffern und angrenzenden pH-Stufen

zeigte die Variante deutlich weniger Aktivitat, maximal 75% (CAPS, pH 8).
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Abbildung 48: pH-Optimum der P20xB2H-M164Q. Die Reaktionsansatze (0,1 U)
enthielten 100 mM Puffer verschiedener pH-Werte im Bereich von pH 2,5 - 11 . Angegeben
sind die relativen Aktivitaten bezogen auf den Ansatz mit der hochsten Aktivitat (100%).

Substratspezifitat der P20xB2H-M164Q
Die Reaktionsgeschwindigkeiten der P20xB2H-M164Q wurden analog zu Kapitel

[119.2 ermittelt. Die spezifischen und relativen Aktivitaten der jeweiligen Substrate
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wurden auf den Umsatz des Hauptsubstrates D-Glucose bezogen und sind in Tabelle

55 dargestellt.
Tabelle 55: Substratspezifitat der P20xB2H-M164Q. Die Messung der Substratspezifitat

wurde mit Hilfe des Standardtests durchgefiihrt. Die Substrate lagen im Reaktionsansatz
gesattigt vor, die Werte wurden durch Doppelbestimmung bestatigt.

Spez. Aktivitat [U/mg] Rel. Aktivitat [%]
Substrat P20xB2H P20xB2H-M164Q | P20xB2H P20xB2H-M164Q
D-Glucose 22,5 14,1 100 100
L-Sorbose 24,3 14,9 108 106
D-Xylose 22,0 8,0 98 57

Die P20xB2H-M164Q wies eine um Faktor 1,6 geringere spezifische Aktivitat fur D-
Glucose auf. Die relative Aktivitat gegentber L-Sorbose hatte sich im Vergleich zur
P20xB2H nicht verandert, flr D-Xylose war sie um das 1,7-fache gesunken.

Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration wurde
mit dem Standardtest bestimmt (vgl. Kapitel 1121.3). Die Ermittlung der K-Werte fand
durch reziproke Auftragung der Messwerte nach Lineweaver-Burk statt
(vgl. Abbildung 76), die daraus resultierenden kinetischen Daten sind in Tabelle 56
zusammengefasst. Die Standardabweichungen wurden jeweils durch Vierfach-
bestimmung bei zwei Enzymkonzentrationen ermittelt. Die Variante wies fir D-Xylose
einen 2,0-fach und fur L-Sorbose einen um das 2,3-fache erhohten K,-Werte auf. Fir
D-Glucose war der Ky-Wert um das 3,1-fache verbessert, was in einer 1,8-fach

verbesserten katalytischen Effizienz resultierte.

Tabelle 56: Kinetische Daten der P20xB2H-M164Q. Dargestellt sind die K,-Werte im
Vergleich zum Parentalenzym P20xB2H sowie die daraus resultierenden k../K.-Werte.

Ko [MM] Koatl K [s"M]
Substrat P20xB2H P20xB2H-M164Q | P20xB2H P20xB2H-M164Q
D-Glucose 0,4 0,13 £ 0,01 269100 487354
L-Sorbose 2,9 57+0,1 34651 11746
D-Xylose 24 5,6+ 0,4 45970 6443
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3.4 Diskontinuierliche Biokonversion mit P20xB2H-M164Q

Um die Auswirkungen der Substitution des Methionin164 auf die Enzymstabilitat zu
Uberprufen, wurden Umsatze von 500 mM D-Glucose im 15 ml-Maldstab unter
Sauerstoffbegasung gemal Kapitel 1122 durchgefihrt. Dazu wurde 1 U/ml P20x
eingesetzt. Nach Abschluss des Umsatzes wurde das Enzym in frischen Puffer
umgepuffert und erneut 500 mM D-Glucose sowie frische Katalase zugegeben.
Dieser Ablauf wurde drei- (P20xB2H, P20xB2H1) bzw. viermal (P20xB2H-M164Q)
wiederholt und durch Probennahme und HPLC-Analytik verfolgt. Sauerstoffsattigung
und pH wurden ebenfalls kontrolliert (nicht gezeigt), die Inaktivierung der P20x mit

dem p-Benzochinonassay bestatigt (vgl. Kapitel 1119.3). Der Verlauf der Umsatze ist
in Abbildung 49 dargestellt.
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Abbildung 49: Biokonversion von D-Glucose (®) zu D-Glucoson (m) mit P20xB2H (A),

P20xB2H1 (B) und P20xB2H-M164Q (C). Es wurden jeweils 1 U Enzym pro ml Reaktions-
volumen eingesetzt.

P20xB2H schloss den ersten Umsatz in funf Stunden ab, zeigte aber bereits im

zweiten Durchgang eine verlangsamte Umsatzrate. Nach weiteren vier Stunden
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waren 50% des Substrates verbraucht, insgesamt wurden in 22 h nur 95%
umgesetzt. Im dritten Durchgang wurden innerhalb von 35 h 20% der D-Glucose
oxidiert, danach war keine P20x-Aktivitat mehr messbar. P20xB2H1 schloss den
ersten Umsatz nach drei Stunden ab, auch der zweite verlief quantitativ, dauert
allerdings etwa 24 h. Im dritten Durchgang wurden innerhalb von 20 h nur noch 40%
des Substrates umgesetzt. Auch die Umsatzrate der P20xM164Q liel3 mit der Zeit
nach, der erste Umsatz war nach drei Stunden abgeschlossen, der zweite nach vier
und der dritte nach acht Stunden. Eine vierte Runde dauerte elf Stunden. Jeder der
Umsatze mit dieser Variante verlief quantitativ. Damit wies die Variante trotz leichter
Aktivitatsverluste eine deutlich hohere Stabilitat innerhalb der Reaktion auf als das
Parentalenzym P20xB2H und die pH- und thermostabilere Variante P20xB2H1.
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IV Diskussion

Enzyme gewinnen als Katalysatoren in der organischen Synthesechemie eine immer
grolRere Bedeutung, vor allem dort, wo Reaktionen mit hoher Selektivitat und
Ausbeute bendtigt werden. Sie werden bereits heute in vielen Bereichen der
organischen und pharmazeutischen Chemie zur Modifikation von chiralen und
multifunktionellen Verbindungen eingesetzt (Breuer et al 2004, Jones 1986, Pollard &
Woodley 2007, Whiteside & Wong 1985). Dabei stellen vor allem die Vielseitigkeit
von Enzymreaktionen, die milden Reaktionsbedingungen und die hohe Chemo- und
Regioselektivitdt und Enantiomerenreinheit attraktive Eigenschaften dar sowie die
Tatsache, dass Enzyme scheinbar unaktive Positionen in organischen Verbindungen
funktionalisieren kénnen (Jones 1986, Schmid et al 2001, Turner 1989). Zum Einsatz
in wirtschaftlichen, technischen Anwendungen mussen Enzyme jedoch neben einer
Expression im grollen Malistab weitere wichtige Voraussetzungen erflllen, an
welche sie von Natur aus nicht oder nicht ausreichend angepasst sind. Dazu gehort
eine hohe pH- und Thermostabilitat sowie Toleranz gegenuber organischen
Losungsmitteln (Arnold & Moore 1997). Aullerdem sind naturliche Regulations-
mechanismen wie Produkthemmung und Oxidationsinaktivierung stérend in
Prozessen, da sie den Einsatz niedriger Substratkonzentrationen bzw. hoher Enzym-
mengen erfordern (Kuchner & Arnold 1997, Kulbe 1988, Whiteside & Wong 1985).
Auch ein breites Substratspektrum sowie Flexibilitdt gegenlber den eingesetzten
Cofaktoren wird gefordert (Kuchner & Arnold 1997, Kulbe 1988, Whiteside & Wong
1985). Daher werden Enzyme mit Mitteln der gerichteten Evolution und des

rationalen Designs an diese Belange angepasst.

1 Gerichtetes und rationales Design zur Substratoptimierung

1.1 Gerichtete Evolution

Durch gerichtete Evolution ist es moglich, ohne Detailwissen uUber die Enzymstruktur
durch Einfuhren zufalliger Mutationen die Eigenschaften eines Enzyms zu
modifizieren. Die dabei entstehenden Aminosauresubstitutionen werden durch
anschlielfende Selektion oder ein Screeningsystem auf den gewunschten Effekt

untersucht und isoliert (Zhao et al 1996). So wurde bereits die katalytische Aktivitat
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von Enzymen optimiert (Chica et al 2005, Graham et al 1993), sowie die
Enzymaktivitat in organischen Losemitteln (Chen et al 2001) und im basischen
Millieu (Cunningham & Wells 1987), die Thermostabilitat (Joyet et al 1992, Masuda-
Nishimura et al 1999), Expressionsrate (Baik et al 2003) und Substratspektrum
(Deacon et al 2004, Oliphant & Struhl 1989). Eine verbreitete Methode der
gerichteten Evolution ist, neben dem Einsatz von Mutatorstammen (Carr et al 2003),
die error prone-PCR, durch die unter anderem thermostabilisierende Austausche in
der Fructosyl-Aminosaure-Oxidase (Sakaue & Kajiyama 2003) und einer Lactat-
Oxidase (Minagawa et al 2003) gefunden wurden. Sie stellt auch ein nutzliches
Werkzeug zur Erweiterung des Substratspektrums dar, was bereits unter anderem
bei der D-Aminosaure-Oxidase aus Rhodotorula gracilis (Sacchi et al 2004) und der
Galactose-Oxidase aus Hypomyces rosellus (Delagrave et al 2001) erreicht wurde.
In vorangegangenen Arbeiten war es bereits gelungen, durch error prone-PCR die
thermostabile Variante der Pyranose-2-Oxidase aus Peniophora gigantea,
P20xB1H, hinsichtlich ihrer katalytischen Effizienz vor allem gegenuber L-Sorbose
zu verbessern (Bastian et al 2005). Die daraus hervorgegangene Variante P20xB2H
mit dem Austausch K312E wurde, ebenfalls durch error prone-PCR, fur das C3-
Substrat 2-Desoxy-D-glucose verbessert und die entstandene Variante mit dem
Austausch N71Y mit P20xB3H bezeichnet (Dorscheid 2005). In einer neuen Runde
gerichteter Evolution mit P20xB2H als Template entstanden aus 4320 gescreenten
Klonen zwei Varianten mit 1,9- (P20xep2VIA4) bzw. 1,4-fach (P20xep2VIB2)
erhohter katalytischer Effizienz gegentber 2-Desoxy-D-glucose. Im Vergleich zum
bisher fur diese Substrate besten Enzym P20xB3H stellten diese beiden neuen
Varianten jedoch keine Verbesserung dar, womit die Grenze der durch error prone-
PCR erreichbaren Verbesserung erreicht schien. Obwohl die error prone-PCR eine
bessere Methode als z.B. eine chemische Mutagenese darstellt, besitzt sie eine
starke Neigung zu Transitionen von A nach G bzw. T nach C, die 63% aller
Mutationen darstellen (Wong et al 2006b). Damit ist der Austausch, der sich noch
dazu haufig auf bestimmte mutational hot spots im Gen beschrankt, flir bestimmte,
vor allem chemisch ahnliche, Aminosauren wahrscheinlicher als flr andere (Wong et
al 2006b). Da die Kristallstruktur der P20x aus Peniophora sp. aufgeklart ist
(Bannwarth et al 2004), welche 83% Homologie zur Aminosauresequenz von P20x
aus P. gigantea besitzt, kann als Alternative auch auf rationales Design zurick-

gegriffen werden. Dieses stellt mit Sattigungsmutagenese kombiniert eine Mischform
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aus orts- und zufallsgerichter Mutagenese dar (Reetz et al 2006a). Dabei werden, bei
Variation des Substratspezifitat im aktiven Zentrum des Zielenzyms, bestimmte
Aminosauren, die z.B. an der Substratbindung beteiligt sind, nach dem Schema einer
QuikChange-PCR zufallig ausgetauscht (Reetz et al 2006b). Diese Methode, bei der
viel kleinere Bibliotheken entstehen wie bei einer reinen Zufallsmutagenese, wird als
CASTing bezeichnet. Dabei entstehende Varianten werden entweder kombiniert oder
in weitere Runden eingesetzt. Kujawa und Mitarbeiter haben durch Substrat-
Cokristallisation im Zentrum der P20x Aminosauren identifiziert, die an der Substrat-
bindung beteiligt sind und solche, die hinderlich fur die Bindung eines C3-Substrates
sind (Kujawa et al 2006). Aus den erhaltenen 5760 Klonen gingen funf verbesserte
Varianten hervor, eine an Position A590 (P) und vier an Position S456 (G, C, H, N),
die alle verbesserte Umsatzraten fur 2-Desoxy-D-glucose im Vergleich zu P20xB2H
und P20xB3H aufwiesen (vgl. Abbildung 50). S456 ist essentieller Bestandteil eines
Loops, der durch Offnen und SchlieBen das Andocken des Substrats beeinflusst
(Todone et al 1997). Die Struktur dieses flexiblen Loops wird als Hauptursache fur
die unterschiedliche Umsetzung von C2- und C3-Substraten angesehen, wobei
sowohl die Bildung einer offenen Konformation zur Substratbindung wie auch die
einer geschlossenen Konformation zur Bindung des Elektronenakzeptors nétig ist
(Hallberg et al 2004, Kujawa et al 2006). Die Aminosauren dieses Loops sind an die
Verwertung von D-Glucose angepasst und konnen C3-Substrate, die eine Drehung
um zwei Achsen vollziehen mussen, damit eine Katalyse maglich wird, schlecht
umschlieen. Der Austausch des Serin 456 scheint diesen Vorgang zu erleichten.
Solche Effekte wurden auch bei der Mutagenese des Substratloops der D-
Aminosaure-Oxidase beobachtet, der eine ahnliche Aufgabe besitzt wie der Loop der
P20x. Auch hier fiihrten Austausche im Loop durch Anderung der Passform zu
einem Shift des Substratspektrums (Setoyama et al 2006). Dabei ist schwer zu
begrunden, dass die zufallig eingesetzten Aminosauren von Glycin (Abbildung 50 C)
bis Histidin unterschiedlichste Grdllen und chemische Eigenschaften haben. Der
Austausch gegen Cystein (vgl. Abbildung 50 B) besitzt die beste spezifische Aktivitat
und stellt die kleinste Veranderung dar, die héchste C3-Affinitat besitzt dagegen die
Variante mit Asparagin (vgl. Abbildung 50 E), welches eine eher gro3e Seitenkette
tragt. Der Austausch gegen Histidin (Abbildung 50 D) zeigte die geringsten
Verbesserungen der katalytischen Effizienz flur 2-Desoxy-D-glucose. Trotz der hier

vermutlich positiv wirkenden, gro3en Seitenkette stellt Histidin aufgrund seiner



128 Diskussion

Eigenarten grundsatzlich eine schlechte Aminosaure zum Austausch dar (Betts &
Russell 2003).

Abbildung 50: Ausschnitt aus dem aktiven Zentrum der P20x. (A) P20xB2H, (B)
P20xB2H-S456C, (C) P20xB2H-S456G, (D) P20xB2H-S456H und (E) P20xB2H-S456N.
Das Modell wurde anhand der Strukturdaten (Bannwarth et al 2004) mit YASARA Model
erstellt.

A590 ist direkter Nachbar des an der Substratbindung beteiligten N591 (vgl.
Abbildung 51). Der Austausch durch das wesentlich grof3ere Prolin konnte hier

sterische Auswirkungen haben, die diese Bindung im Falle eines C3-Substrats

unterstitzen. Die Eigenschaft von Prolin, durch seine doppelte Verbindung mit dem
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Proteinrickgrat einen Knick in die Sekundarstruktur einzubauen, kdnnte zusatzlich
zu einer positiven Neuorientierung der benachbarten Aminosauren gefuhrt haben
(Betts & Russell 2003).

Abbildung 51: Ausschnitt aus dem aktiven Zentrum der P20x. (A) P20xB2H, (B)
P20xB2H-A590P. Das Modell wurde anhand der Strukturdaten (Bannwarth et al 2004) mit
YASARA Model erstellt.

Die Kombination der Mutationen untereinander und mit der P20xB3H-Mutation N71Y
(Dorscheid 2005) fuhrte zur bislang besten C3-Variante P20xB2H-S456N-N71Y mit
einer 30,3-fach erhéhten katalytischen Effizienz fir 2-Desoxy-D-glucose im Vergleich
zur P20xB2H. Das Einfuhren des Austauschs N71Y resultiert in einer Stabilisierung
der Termini des Enzyms, was gleichzeitig zu einer hdoheren pH- und Thermostabilitat
fuhrt (Dorscheid 2005). Die hohere Affinitat zu C3-Substraten, wie sie auch schon in
P20xB3H beobachtet wurde, ist fur diesen Austausch schwer zu begriinden, da er in
der Enzymperipherie liegt. Solche Veranderungen, die sich durch geringfugige
Strukturveranderungen bis ins aktive Zentrum fortpflanzen, wurden bereits unter
anderem fur die P20xB2H beschrieben und werden als relais effects bezeichnet
(Bastian et al 2005, Oue et al 1999, Raman et al 2004, Wongtrakul et al 2003).

P20xB2H-S456N-N71Y schloss einen Umsatz von 100 mM 2-Desoxy-D-glucose
nach 4 h quantitativ ab, das Parentalenzym P20xB2H kam dagegen selbst nach
20 h nur auf 70%. Somit konnte aus einer Kombination von gerichteter Evolution
(N71Y) und halbrationalem Design (S456N) eine Variante entwickelt werden, die
erstmals ein C3-Substrat quantitativ innerhalb kurzer Zeit umsetzt und damit
geeignet ist, im groReren Mal3stab zur Synthese von 3-Keto-2-desoxy-D-glucose und
damit einem wichtigen Intermediat eingesetzt zu werden, welches den chemisch sehr

komplizierten Zugang zu Methylpentulosen erleichtert.
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1.2 Rationales Design im aktiven Zentrum

Um die Moglichkeiten des rationalen Proteindesigns auszuschopfen, ist die Kenntnis
uber Struktur/Funktions-Beziehungen des Zielenzyms Voraussetzung. Umgekehrt ist
der gezielte Austausch auch ein wichtiges Werkzeug der Grundlagenforschung, um
die funktionelle und strukturelle Rolle einzelner Aminosauren zu erforschen (Spadiut
et al 2009a, Wei et al 2004). Haufig wird rationales Design an Positionen
duchgefluhrt, die zuvor durch Zufallsmutagenese entdeckt wurden (Bornscheuer &
Pohl 2001, Chica et al 2005) und haufig auch aufderhalb des aktiven Zentrums oder
sogar in der Enzymperipherie liegen (Oue et al 1999, Sacchi et al 2004). So wurde
durch Austausche am Interface zwischen Enzymuntereinheiten die pH- und
Thermostabilitat von R-Lactamase (Hecky & Muller 2005), Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (Scopes et al 1998) und Pyranose-2-Oxidase (Bastian et al 2005,
Masuda-Nishimura et al 1999) erheblich verbessert. Durch gezielten Austausch von
Aminosauren im aktiven Zentrum koénnen durch Anpassung der Enzym/Substrat-
Interaktion die Aktivitat und Substratspezifitat verandert werden (Karimaki et al 2004,
Purvanov & Fetzner 2005). So wurde im aktiven Zentrum der P20x aus Trametes
multicolor das Threonin 169 ausgetauscht, was die Substratspezifitat des Enzyms
nach D-Galactose verschob (Spadiut et al 2008). In diesem Fall ging die
Verbesserung fur dieses Substrat mit einer deutlichen Verschlechterung der
spezifischen Aktivitat einher, was zeigt, wie schwer die Effekte eines rationalen
Austauschs vorherzusagen sind. Dennoch stellt diese Position einen interessanten
Ansatzpunkt dar, da das Threonin 169 auch in der P20x aus P. gigantea durch seine
Seitengruppe sterisch die Bindung von D-Galactose im auf D-Glucose zuge-
schnittenen aktiven Zentrum behindert (Bannwarth et al 2006, Hallberg et al 2002,
Kujawa et al 2006). Daher wurde diese Aminosaure in P20xB2H durch die strukturell
ahnliche Aminosaure Serin und die kleineren Reste Alanin und Glycin ausgetauscht.
Wie in Abbildung 52 dargestellt, entsteht durch den Austausch mit Alanin und, im
noch grolReren Malle, mit Glycin zusatzlicher Raum im aktiven Zentrum, der die
raumliche Orientierung der D-Galactose erleichtert. Der Austausch durch Alanin
(Abbildung 52 B) fuhrte hierbei zu einer fir sowohl D-Glucose als auch D-Galactose
wie auch fur sonstige Substrate nahezu inaktiven Variante mit einer spezifischen
Aktivitat von 0,17 U/mg, was moglicherweise darauf zuruck zu flhren ist, dass ihre
Seitenkette eine Zwischenstufe darstellt, die sowohl die Bindung von D-Glucose als

auch von D-Galactose behindert (Spadiut et al 2008). Bessere Aktivitaten zeigte der
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Austausch gegen Serin (Abbildung 52 D), durch den die meisten Eigenschaften des
Threonin, wie die Hydroxylfunktionalitat der Seitenkette, erhalten und gleichzeitig
mehr Raum fur die C6-Hydroxylgruppe der D-Galactose geschaffen wurde. Zwar
besall auch diese Variante mit 3,8 U/mg eine niedrige spezifische Aktivitat, durch
eine deutlich verbesserte Affinitdt zu D-Galactose, ausgedrickt durch einen
erniedrigten Kn-Wert, war allerdings die katalytische Effizienz fur dieses Substrat
gegenuber dem Template P20xB2H um das 4-fache verbessert. Die hochste
katalytische Effizienz, eine 4,9-fache Steigerung, wies der Austausch gegen Glycin
auf (Abbildung 52 C), was wohl auf die fehlende Seitenkette zurlick zu flhren ist, die
den groRtmaoglichen Platz zur raumlichen Orientierung der D-Galactose schafft. Diese
Variante wies auch mit 5,7 U/mg die hochste spezifische Aktivitat aller Austausche

auf.

Abbildung 52: Ausschnitt aus dem aktiven Zentrum der P20x. (A) P20xB2H, (B)
P20xB2H-T169A, (C) P20xB2H-T169G und (D) P20xB2H-T169S. Gelb: Wasserstoff-
briicken. Das Modell wurde anhand der Strukturdaten (Bannwarth et al 2004) mit YASARA
Model erstellt.

Neben D-Galactose wurde auch die strukturverwandte L-Arabinose von beiden

Varianten schneller oxidiert, die Verbesserung der katalytischen Effizienz lag hier bei
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Faktor 7,4 (T169S) bzw. 62 (T169G). Diese Steigerung konnte darauf zurlick zu
fuhren sein, dass L-Arabinose ahnliche strukturelle Anforderungen an das aktive
Zentrum stellt wie Galactose. L-Arabinose besitzt wie D-Galactose eine axiale
Hydroxylgruppe an C4, welche im Gegensatz zum &quatorialen Aquivalent in D-
Glucose im aktiven Zentrum der Wildtyp-P20x sterisch behindert wird (vgl. Abbildung
52). Das Fehlen von C6 und einer zugehorigen Hydroxylgruppe konnte die Ursache
daflr sein, dass dieses Substrat dennoch schlechter als D-Galactose umgesetzt wird,
da diese Strukturbestandteile wichtig zur korrekten Orientierung des Substrates zum
Isoalloxazinring des FAD sind und das aktive Zentrum der P20x auf Substrate mit

C6-Hydroxylgruppe, wie die D-Glucose, angepasst ist (Hallberg et al 2004).

2 Optimierung der Expression

Zum Einsatz in biotechnologischen Prozessen sind groRe Enzymmengen notwendig,
die schnell und einfach exprimiert und aufgereinigt werden konnen. Dazu werden
Enzyme meist unter Verwendung von multi-copy Plasmiden in schnell wachsende
Organismen kloniert (Primrose 1990). Auch mit klassischen Methoden wie der
Optimierung von Kulturmedien und Fermentationsbedingungen von nativem oder
rekombinantem Stamm kann eine Steigerung der Expression erreicht werden, wie
dies unter anderem fur Glucose-Oxidase aus Penicillium pinophilum durchgefuhrt
wurde (Rando et al 1997). Die Ausbeute besonders eukaryotischer Enzyme, die
rekombinant in Bakterien exprimiert werden, wird haufig durch die Bildung unléslicher
Aggregate (inclusion bodies) limitiert. Eukaryotische Proteine besitzen oft ein hohes
Molekulargewicht, auRerdem besitzen die einzelnen Untereinheiten von oligomeren
Enzymen stark hydrophobe Hullbereiche, welche die Intermediate anfallig fur
Aggregationen machen. Dies wird durch hohe Kultivierungstemperaturen noch
verstarkt (Chalmers et al 1990). Zur Isolierung und Ruckfaltung von Proteinen sind
diverse Methoden beschrieben (Ho & Middelberg 2004, Tsumoto et al 2003,
Tsumoto et al 2004, Tsybovsky et al 2004), die bei der P20x bislang ohne Erfolg
waren (Soto Suarez 2003). Neben einer Erniedrigung der Temperatur und der
Induktionsbedingungen (Kotik et al 2004, Schein & Noteborn 1988) stellt daher die
Verbesserung der Loslichkeit eines Proteins durch Austausch hydrophober Gruppen
in der Enzymhlle eine wichtige Methode zur Verringerung der inclusion body-

Bildung dar (Hoffmann et al 2004, Samuelsson et al 1994). Ein besonders anfalliger
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Bereich der P20x ist die exponierte Kopfstruktur, wie in einem DNA-shuffling von
P20x-Genen aus Trametes pubescens und T. ochracea festgestellt wurde
(Maresova et al 2007). Die P20x aus P. gigantea besitzt in dieser Region ebenfalls
mehrere stark hydrophobe, exponierte Aminosauren, die nun gegen hydrophilere
ausgetauscht wurden. Dabei wurden solche bevorzugt, die in homologen Pyranose-
2-Oxidasen anderer Organismen vorkommen, um moglichst negative Einflisse auf
Struktur und Aktivitdt einzuschranken. Durch stille Mutationen wurde die Codon
usage und somit die korrekte Faltung von Galactose-Oxidasen verbessert und die
Expression in E. coli erhdht (Sun et al 2001), daher wurden bei Mutagenese der
Kopfstruktur ebenfalls stille Punktmutationen mit diesem Ziel eingefugt. Die so
entstandene Variante wurde als P20xB2H1 bezeichnet.

Abbildung 53: Hydropathizitidt der Enzymhiille einer P20x-Untereinheit. (A) P20xB2H,
(B) P20xB2H1. Rot: hydrophobe Regionen, grin: hydrophile Regionen, weil’: neutral. Das
Modell wurde anhand der Strukturdaten (Bannwarth et al 2004) mit YASARA Model erstellit.

Wie Abbildung 53 zu entnehmen ist, besal} die P20xB2H1 eine deutlich hydrophilere
(grin dargestellt) Kopfregion als die Ursprungsvariante. Dies schlug sich auch in
einer um 38% verringerten inclusion body-Bildung nieder. Ein Austausch von acht
weiteren hydrophoben, exponierten Regionen des Enzyms hatte nur geringen
Einfluss auf Expression und Ldslichkeit.

Die P20xB2H1 zeigte aullerdem mit 30,2 U/mg eine gute spezifische Aktivitat und
eine erhohte Expressionsrate. Um diese noch weiter zu verbessern, wurde das
Enzym mit Chaperonen coexprimiert, denn die Uberbeanspruchung des zellularen
Schutzystems der Chaperone durch rekombinante Uberexpression gilt als weiterer

wichtiger Faktor bei der Bildung von inclusion bodies (Lorimer 1996, Schlieker et al
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2002). Der Einsatz von Chaperonen wahrend oder nach der Reinigung von falsch
gefalteten Proteinen (Mogk et al 2007) schied dabei aus, da es bisher nicht gelungen
ist, die denaturierte P20x rluckzufalten (Soto Suarez 2003). Bei der Coexpression
werden die Chaperongene zusammen mit dem Zielprotein in die Zelle gebracht und
optimieren die initiale Faltung des Zielproteins durch Erhohung der intrazelluaren
Chaperonkonzentration um das bis zu zehnfache (Nishihara et al 1998). Dabei wird
empirisch ermittelt, welches Chaperon die hochste Wirkung erzielt. Bei P20x ist dies
der Triggerfaktor aus E. coli (Pitz 2007), der die Faltung der naszierenden
Polypeptidkette am Ribosom unterstitzt und damit co-translational wirkt (Agashe &
Hartl 2000). In Kombination mit P20xB2H1 wurde der Anteil an inclusion bodys um
weitere 65% auf 7,5% gesenkt. Damit war auch eine Erhdhung der Kultivierungs-
temperatur auf 28°C madglich, die mit einer Expressionssteigerung einherging. Bei
28°C betrug der Anteil an inclusion bodys 10%, die P20xB2H liegt bei dieser
Temperatur zu 53% als unldsliche Aggregate vor.

Neben einer Verbesserung der Enzymausbeute pro Zelle ist es auch moglich, durch
Variation der Anzuchtbedingungen die Zelldichte und damit korrelierend die Menge
an rekombinantem, nicht-sezerniertem Protein zu erhéhen. Eine Standardtechnik fur
E. coli stellt hierbei die Hochzelldichte-fed batch-Fermentation dar (Kleman & Strohl
1994, Lee 1996). Bei Anzucht von E. coli zu hoher optischer Dichte ist vor allem die
Anhaufung von Actetat, welches in protonierter Form die Cytoplasmamembran
uberwinden und das Protonendiffusionspotential der Zelle herabsetzen kann.
Dadurch wird die ATP-Bildung der Zelle behindert, was zu einer reduzierten
Wachstumsrate und damit einer geringeren maximal erreichbaren Zelldichte fuhrt (el
Mansi & Holms 1989, Luli & Strohl 1990). Acetat entsteht, wenn der Kohlenstofffluss
im zentralen metabolischen Stoffwechselweg die Kapazitat der Energiebildung der
Zelle, die Sattigung des Tricarbonsaurezyklus oder die Kapazitat der Elektronen-
transportkette Ubersteigt, was unter anderem bei Uberschussiger Glucose im Medium
vorkommt (el Mansi & Holms 1989, Holms 1986, Kleman & Strohl 1994). Durch
geringe Glucosemengen und kontinuierliches feeding, welches sich am pH der Kultur
orientiert, kann dieser Effekt vermieden und so hohere Zelldichten erreicht werden
(Korz et al 1995, Lee 1996, Yazdani et al 2004). Zudem wurde im vorliegenden
Experiment ein definiertes Basismedium verwendet, um die Nahrstoffkonzentration
kontrollierbar zu machen und eine Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten (Riesenberg

et al 1990, Yang et al 1992). Als einzige Stickstoffquelle und gleichzeitig der Titration
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diente eine 25%ige Ammoniakldsung. Als Stamm wurde E. coli BL21(DE3)
verwendet, da das Verfahren fur diesen bereits erprobt war (Pitz 2007), welcher mit
pP20xB2H1 und pTf16 transformiert wurde. Durch den coexprimierten Triggerfaktor
war es moglich, die Fermentation nach der Induktion bei 28°C statt 20°C durch-
zufuhren. Bei der Fermentation wurde 17 h nach Induktion eine maximale ODgyo von
162 erreicht und ein Feuchtgewicht von 317 g Zellen/L erhalten, in welchen 6333 U/L
P20x im Rohextrakt enthalten war. Die nach Nickelsepharose rein und mit bis zu
90%iger Ausbeute erhaltene P20xB2H1 wies identische Eigenschaften zur Aufreini-
gung in Erlenmeyerkolben auf.

In der Vergangenheit konnten aus Fermentationen von E. coli 500 U/L P20x bei
einer maximalen ODggp = 5,3 bzw. von Pichia pastoris 1200 U/L bei ODgyo = 450
erhalten werden (Bastian 2005). Somit konnte die Expression in E. coli durch
Hochzelldichtefermentation reproduzierbar um das 12,7-fache gesteigert werden und
stellt damit die bislang effektivste Methode dar, grol3e Mengen an P20x zum Einsatz

in Biokonversionen groReren Mal3stabs herzustellen.

3 Stabilisierung der P20x gegen Sauerstoffinaktivierung

Es ist bekannt, dass die Oxidation von Methioninen und in vereinzelten Fallen auch
Cysteinen eine Hauptursache der Reaktionsinaktivierung von Oxidasen darstellt
(DalleDonne et al 1999, Dean et al 1997). Austausche einzelner, oxidationsanfalliger
Aminosauren wie Methionin und Cystein haben bereits in einigen Fallen zu chemisch
oxidationsresistenten Enzymen gefuhrt, wie bei der Aminopeptidase aus Bacillus
kaustophilus, der D-Aminosaure-Oxidase aus Trigonopsis variabilis oder dem Photo-
system aus Rodospirillum rubrum (Chi et al 2004, Ju et al 2000, Kim et al 2001,
Wang et al 2001), wobei hier wie bei allen Austauschen zu beachten ist, welche
naturliche Rolle diesen Aminosauren zukommt und in wieweit der Austausch die
restlichen Enzymeigenschaften beeinflusst. Meist basieren diese Versuche auf
einem Austausch aller Methionine durch Leucin oder Isoleucin (Chi et al 2004,
Gustavsson et al 2001, Lin et al 2003), ohne dass das verantwortliche Methionin
identifiziert wurde.

Mit Hilfe von Peptidaseverdau und MALDI-TOF Analyse kann durch die zusatzliche
Masse des Sauerstoffs von 16 Da zwischen oxidierten und nichtoxidierten

Methioninen unterschieden werden. Durch Strukturvergleiche (Bannwarth et al 2004)
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kann im Anschluss festgestellt werden, ob es sich dabei um strukturell oder
funktionell wichtige Methionine oder scavenger handelt (Levine et al 1996, Levine et
al 2000). So wurde Met164 in Nahe des aktiven Zentrums der P20x als oxidations-
anfallig identifiziert und durch Sattigungsmutagenese mit Glutamin ersetzt, was in
einer Variante mit zum Teil verbesserten katalytischen Effizienzen und hoéherer pH-
Stabilitat resultierte. Diese Variante, P20xB2H-M164Q, wurde in aufeinander-
folgenden Biokonversionen mit D-Glucose eingesetzt, die aufgrund der verbesserten
Affinitat zu diesem Substrat 1,7-fach schneller abgeschlossen waren als bei Einsatz
von P20xB2H. Im Gegensatz zum Templateenzym schloss P20xB2H-M164Q auch
die darauf folgenden Konversionsrunden quantitativ ab, was auf eine hohere
operative Stabilitat, moglicherweise durch verbesserte Resistenz gegen Sauerstoff-
inaktivierung, ruckschlieRen lasst. Der langsame Aktivitatsabfall nach mehreren
aufeinander folgenden Umsatzen konnte auf die Filtration des Enzyms zwischen den
einzelnen Runden zur Entfernung des Produkts zurlickzuflihren sein, die immer mit
gewissen Verlusten an Protein verbunden ist. Die Filtration ist dennoch nétig, um bei
den hohen akkumulierenden Produktkonzentrationen eine maogliche Produkt-
hemmung zu verhindern.

Simulationen des oxidierten und dadurch um 3,04 A vergroRerten Met164 deuten
eine Verschiebung des benachbarten Flavins an, welches bereits bei einer
Verlagerung um nur 0,5 A nicht mehr fahig ist, eine Wasserstoffbriicke zum Met164
oder, was entscheidender ist, zum Substrat zu bilden. Dies kdnnte die beobachtete
Inaktivierung des Enzyms durch Oxidation an Met164 erklaren. Durch den Austausch
nach Glutamin wird die Wasserstoffbriicke zur Phosphatgruppe des FAD von 3,0 auf
1,95 A verkiirzt (vgl. Abbildung 54), was sich durch einen leichten Shift in der
Substratspezifitat ausdriickt und offensichtlich einen stabilisierenden Effekt hat.
Strukturelle Vergleiche und Mutagenesestudien an verschiedenen Oxidasen haben
gezeigt, dass Austausche in Nahe des FADs durch Variation der dynamischen und
stereochemischen Eigenschaften der Umgebung zu starken und unvorhergesehenen
Aktivitatsanderungen fluhren kénnen (Mattevi 2006). Im Fall der D-Aminosaure-
Oxidase aus Trigonopsis variabilis wurde gezeigt, dass die Oxidation eines einzelnen
Cysteins in Nahe des Flavins die Mikroumgebung des Cofactors so beeinflusst, dass

dies zu einem drastischen Aktivitatsverlust fuhrt (Slavica et al 2005).
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Abbildung 54: Ausschnitt aus dem aktiven Zentrum der P20x. (A) P20xB2H, (B)
P20xB2H-M1640x und (C) P20xB2H-M164Q. Gelb: Wasserstoffbricken. Das Modell wurde
anhand der Strukturdaten (Bannwarth et al 2004) mit YASARA Model erstellt.

Somit ist es gelungen eine Methode zu entwickeln, mit der Methionine identifiziert
werden konnen, die an der Sauerstoffinaktivierung von Enzymen beteiligt sind. Mit
Sattigungsmutagenese konnen im Anschluss auch strukturell und funktionell kritische
Positionen in Nahe zu Cofaktor und aktivem Zentrum ohne Aktivitatseinbul3en
ausgetauscht und somit ein Enzym mit erhdhter Sauerstoffstabilitat erhalten werden.
Neben der Entwicklung einer Variante mit erhdhter operativer Stabilitat war es im
Rahmen dieser Arbeit aul’erdem gelungen, die P20x aus P. gigantea mit
Mutagenese und Coexpression von Chaperonen in ihrer Ldslichkeit deutlich zu
verbessern und ihre Expression mit fermentativen Methoden zu optimieren. Damit
erhoht sich die Eignung des Enzyms fir Prozesse grofleren Malstabs. Das
Substratspektrum der P20x konnte durch eine Kombination von gerichtetem und
rationalem Proteindesign zu C3-Substraten und insbesondere 2-Desoxy-D-glucose
verschoben werden, was den effektiven Einsatz der P20x in neu entwickelten

Synthesewegen ermoglicht.
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V  Zusammenfassung

Die Pyranose-2-Oxidase aus Peniophora gigantea lag zu Beginn dieser Arbeit in
E. coli kloniert vor und trug die Austausche E540K und K312E. Durch gerichtete
Evolution in Kombination mit rationalem Design konnte die katalytische Effizienz
dieser Variante durch Einfuhren der Austausche N71Y und S456N fur das Substrat
2-Desoxy-D-glucose um das 30,3-fache erhdht werden. Ein rationales Design im
aktiven Zentrum an Position T169 zur Verbesserung der Affinitat zu D-Galactose
hatte eine Variante mit 4,9-fach erhdhter katalytischer Effizienz zum Zielsubstrat zur
Folge. AulRerdem besal’ die T169G eine 62-fach erhdhte katalytische Effizienz fur L-
Arabinose, welche ebenfalls ein sehr interessantes Substrat darstellt.

Durch Austausch hydrophober Aminosauren in der stark exponierten Kopfregion des
Enzyms wurde die Bildung von inclusion bodies um 38% gesenkt und eine vielseitige
und stabile Variante entwickelt (P20xB2H1). Eine Coexpression mit dem
Triggerfaktor aus E. coli bewirkte eine weitere Verbesserung auf 7,5%. Daneben
konnte die Enzymausbeute durch Etablierung eines Verfahrens zur Hochzelldichte-
fermentation von E. coli um das 12,7-fache auf 6333 U/L gesteigert werden.

Durch MALDI TOF-Analyse von Pepsin-fragmentierter P20x vor und nach Bio-
konversion wurde ein oxidationsanfalliges Methionin isoliert und per Sattigungs-
mutagenese durch Glutamin ersetzt. Die neue Variante wies eine hdhere operative
Stabilitat auf und blieb auch bei Einsatz in mehreren aufeinanderfolgenden Kon-

versionen aktiv.
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VI Abstract

The Pyranose 2-Oxidase from Peniophora gigantea was cloned into E. coli prior to
this work and mutated at positions E540K and K312E. The catalytic efficiency of this
variant was optimized via directed evolution and rational design by introducing the
substitutions N71Y and S456N and thus raised 30,3-fold for 2-Deoxy-D-glucose.
Rational design at the active site at position T169 led to a variant (T169G) with 4,9-
fold higher catalytic efficiency for D-Galactose and a 62-fold higher catalytic efficiency
for L-Arabinose, another substrate of high interest.

Substitution of hydrophobic amino acid residues in the highly exposed head domain
by hydrophilic ones lowered the inclusion body formation by 38% and yielded a
versatile and stable variant, P20xB2H1. Coexpression of trigger factor from E. coli
reduced the inclusion bodies further down to 7,5%.

By establishing a method of high cell density fed batch fermentation of E. coli,
enyzme yield of P20xB2H1 could be raised 12,7-fold to 6333 U/L.

By MALDI TOF analysis of P20x digested with pepsin prior to and after bio-
conversion, a crucial methionine for oxidation could be isolated and substituted by a
glutamate via saturation mutagenesis. The new variant showed higher operational

stability and remained active even after multible rounds of bioconversion.
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Vil Anhang

1 Verwendete Vektoren

1.1 Expressionsvektor pET-24a(+)

pET-24a(+) sequence landmarks

pET-24d(+) is a 5307bp plasmid; the BamH I
site is in the same reading frame as in pET-
24c(+). An Nco site is substituted for the
Nde site with a net 1bp deletion at position
238 of pET-24c(+). As aresult, NcoI cuts AlwN 1(3581)
pET24d(+) at 234, and Nhel cuts at 229. For

the rest of the sites, subtract 3bp from each

site beyond position 239 in pET-24a(+). Nde BssS 1(3338)
I does not cut pET-24d(+). Note also that BspLU11 I(3168)
Sty1is not unique in pET-24d(+). Sap 1(3049)

Bst1107 1(2936)
Tth111 1(2910)

Xho I(158)
T7 promoter 311-327 Not I(166)
T7 transcription start 310 Eliar?dl(l}ls(iga)
T7+Tag coding sequence 207-239 gal I=179)
: s ac 1(190

Multiple cloning sites Sty 1(57) EcoR( |(1$)92)
(BamH 1 - Xhol) 158-203 Bpu1102 1(80) BamH 1(198)
His*Tag coding sequence  140-157 “g: :(gg;;
T7 terminator 26-72 Dra 111(5068) (
lacI coding sequence 714-1793 é(blal ||§;726)
pBR322 origin 3227 e S(grA)I(sas)
Kan coding sequence 3936-4748 Sph 1(539)
f1 origin 4844-5299
The maps for pET-24b(+), pET-24c(+) and Pvu 1(4367)
pET-24d(+) are the same as pET-24a(+) Sgf 1(4367) Miu I(1064)
(shown) with the following exceptions: Sma l(4241) Bel I(1078)
pET-24b(+) is a 5309bp plasmid; subtract 2
1bp from ea'ch site beyond Ba.mH Iat 198. — =\ | Bste trass
pET-24c(+) isa ?308bp plasmid; subtract Nru 1(4024) pET-24a(+) = || Napa 11275)
2bp from each site beyond BamH I at 198. (5310bp) S

©

@

&

BssH 1l(1475
EcoR V(1514

Eco57 1(3713) Hpa 1(1570)

PshA 1(1909)

Bgl I(2128)
Fsp 1(2146)
Psp5 11(2171)

T7 promoter primer #69348-3

Bgll T7 promoter lac operator Xbal tbs

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

- Eag| "
_Ndel Nhel  T7-Tag PET"249 pamH | EcoR| Sacl _Sall Hindll _Notl _ Xhol His+Tag

TATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
MetAlaSerMetThrGlyGlyGInGInMetGlyArgGlySerGiuPheGluleuArgArgGinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProleu

R pET-24b GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

pET’2‘¥Ecal GlyArgAspProAsnSerSerSerValAspLyslLeuAlaAloAlaleuGluHisHisHisHIsHIsHIsEnd

TACCATGGCTAGC pET-24c.a GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

MetAlaSer GlyArglleArglleArgAlaProSerThrSerleuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlu
Bpu1102 | T7 i

GATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGC TGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACC‘CCTTGQGGC.CTC’TAA’XCGFGT,CTTGA[%GGG‘[T]‘TTTG
44— t LI

T7 terminator primer #69337-3

pET-24a-d(+) cloning/expression region

Abbildung 55: Vektorkarte von pET-24a(+) (Novagen).
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2 DNA- und Proteinstandards

2.1  GeneRuler™ 1kb DNA Leiter

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

Fragment Sizes
10kb— — 10000
— 8000

L 111

— 6000
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1
I

1
|
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- 3500
— — 3000
— 2500
— — 2000
= 1500,

1kbh— — 1000

z== 700

agarose

=500

1.0%

0.5p9/1ane,
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=] IXTAE, 17V/em

100bp —

Abbildung 56: GeneRuler™ 1kb DNA Leiter

2.2 Dual Color Protein-Marker

250 kD

 Dual Color
50 Catalog #161-0374
20

4110029 Rev A

Abbildung 57: Protein-Marker Dual Color fiir SDS-PAGE (Precision Plus

Standards Dual Color-Kit).

ProteinTM
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2.3 Protein-Marker fiir isoelektrische Fokussierung

(Beparaied or SEFVALYTY PRECOTES™ (rseg fini bed IEF) |Sepasated on BEFVA, Vertionl gel}
pH3-100 3.5 3.8 4.8 5.7 S50 -8 .85 4.5 @ CATHODE -

I

pl-values indicated
é ;i

.

K
B

Abbildung 58: Protein-Marker Servalyt” Precotes™ 3-10 fiir die
Fokussierung (Serva).

isoelektrische
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3 Enzymkinetische Graphen
6-Desoxy-D-glucose : ;iiﬂu L-Arabinose ©64mU
m128mU
857 )= 4.8048x + 18253 607 y=13450x+20393
55 1 R = 0.9996 50 - R?=0,9989
45 1 01
35 1 0
2z 25 2
= 20
151 y=2,4024x + 0,9127 04 y=73,743x + 1,154
5 R?=0,9996 R?=0,9986
-5 1 ' ' T 7‘}’ T T T T
2 ) 3 8 8 005, | 005 015 025 035

1/8

118

Abbildung 59: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB1H fur 6-Desoxy-D-glucose und

L-Arabinose.

6-Desoxy-D-glucose

®125muU
m25muU
140 4 y=2,8433x+ 3,161
2 _
120 | R? = 0,9993
100 4
80 -|
2
S 60 -
y = 1,4478x + 1,4452
R? = 0,9978
520 35 45 55

L-Arabinose ®62mU

| 123 mU

y = 166,69x + 6,6047
R? = 0,9974

1Iv

y = 93,181 + 3,7854
207 R? = 0,9979
0,1 03 05 07 09

1/S

Abbildung 60: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H fiir 6-Desoxy-D-glucose und

L-Arabinose.

D-Glucose

® 114 mU
m91muU

120
100
80
60
40

y = 0,9304x + 4,0255
R? = 0,9962

v

y = 0,7524x + 2,9224
R? = 0,9971

-18g 50 70 90 110

18

D-Galactose

m091U
® 182U

y = 14,453 + 5,4124
R?=0,9918

v

y = 8,4479x + 2,7628
R? = 0,997

0.5 , , 53 73

1S
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L-Sorbose D-Xylose

® 114mu 100 ®114mu
m 91 muU y = 3,2885x + 5,6766 =91 muU
R? = 0,9979

200

y = 50,936x + 2,564

R? = 0,9987 80

150
60
100
2 2 40
y= 38,?34x +2,3888 Y = 2.3952¢ + 31277
R"=09% R? = 0,9993
04 26 36
: 8 ) -4 16 21 26
-50 -20
1/s 1S
2-Desoxy-D-Glucose 6-Desoxy-D-glucose ®17muU
m091U m22muU
1 ' 80 7 y=25391x+2,0077
4007y = 206,96 + 4,1703 ® 182U 0] T R 0000
3507 R? = 0,9976 =0,
300 - 60 |
250 1 50 -
> 200 1 > 40 4
< 150 = 30 A
y = 106,98 + 2,3772 y=1,76x+1,4368
R? = 10,9911 R?=0,9998
-0,250 03 0,8 13 1,8 3104 2 7 12 17 22 27
1S 1S

Abbildung 61: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB3H fiir D-Glucose, D-Galactose,
L-Sorbose, D-Xylose, 2-Desoxy-D-glucose und 6-Desoxy-D-glucose.

D-Glucose ®26muU L-Sorbose : :3m:L
|13 muU
27 y=0,3328x+0,9362 ol YT 3;@1;9; ;;53563
2 _ =0,
18 4 R*=0,9998 N
13 4
2 > 50
- 2
8 .
30
y=0,1802x + 0,5592 - 20502 + 08674
31 R?=0,9992 y=20922¢+ 0,
= ’ R? = 0,9994
= T T T T T
2 : . . :
5 5 15 25 35 45 e 13 18 2 2
1/S s
D-Xylose ®13mL 2-Desoxy-D-glucose ® 113 muU
10 ®m7mu m23mu
y= 2,62012><+ 0,3826 70 - y = 136,39 + 14312
| R? = 0,9983 6o 63 ;
8 R =0,9971
50 1
6
40 -
2 44 2 30 1
20 - ~
y = 6,141x + 0,9373 10 1 y= 45,2017)( +0,4776
R® = 0,9999 R* =0,9966
o o1 03 08 07 09 -0,080 012 032 0,52 0,72

1S 1/S
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D-Galactose ® 13muU D-Mannose ® 13 muU
W26 mU W26 mU

60 - ,
y = 14,072x + 2,6915 180 y = 390,32x + 3,8805

50 R? =0,9998 160 1 R? = 0,9998
140 -
40 + 120 -
30 4 100 -
2 Z 80
20 A 60 -

y = 203,12 + 1,9867
R? = 0,9992

-05 : , 25 35 0,080 005 0,15 025 0,35 045
11s s

y = 6,9334x + 1,3183
R? =0,9993

6-Desoxy-D-glucose ®6,5mU

m 13 mU

130 1 y=4,077x+6,5213
110 - R?=0,9994

v

y=1,7656x + 2,8797
R?=0,9997

30 3 8 13 18 23
18

Abbildung 62: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H1 fiir D-Glucose, L-Sorbose,
D-Xylose, 2-Desoxy-D-glucose, D-Galactose, D-Mannose und 6-Desoxy-D-glucose.

D-Glucose 50 mU L-Sorbose ® 50 mU
m25muU m25mU
60 -
y=1 ,021 95x + 2,9682 100 y=27,179x+ 5,0875
50 - R?=0,0088 80 R®=0,996
40
60
30
2 2w
20
101 y=0,4923x +1,6669 20 y= 11,809 +2,2083
» R?=0,9997 R?=0,9993
-1 1 2 3 4
-17_:0 ] 10 30 50 20
1/s 1Is
. @50 mU D-Galact
D Xylose 25 mU alactose ® 125 mU
35 - m 250 mU
140 = 38,5450 + 6,053 y=10,202x + 3,7189
120 R’ = 0.9998 R?=0,9996
100 25
80
2 e 2 15 1
40
y = 19,129x + 2,9269 y=4,1645x + 1,5968
R?=0,999

R?=0,9995

20 3 A‘t 07 5 ] 012 112 212 312
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2-Desoxy-D-glucose ® 50 mU
W25 mU

D-Mannose ® 100 mU
W 250 mU

607 )= 13405x+ 1,8214 2251 | =536,60x+ 17,88
2 _ 2 _
50 R* =0,9995 175 | R®=0,9984
40
125 |
> 2
- 20 75

y = 69,628x + 0,965

10 y = 204,29x + 6,0936
2 _ 4
| | R'=09969 254 R?=0,9999
0051 005 0,15 0.25 035 045 0,085- 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45
1S 1S
6-Desoxy-D-glucose ®7mu
m5mU
30
y=6,6473x + 58378
25 4 R?=0,9907
20
> 15 1
- 10
) y=3,0658x +2,7158
% R®=0,9961
— o ; ; ;
1 5 1 2 3

118

Abbildung 63: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-A590P fiir D-Glucose, L-
Sorbose, D-Xylose, D-Galactose, D-Mannose, 2-Desoxy-D-glucose und 6-Desoxy-D-
glucose.

D-Glucose ®165muU L-Sorbose m16,5mU
m825muU @325 muU
:g ] y=10543x+2,7516 135 y = 17,638x + 4,5167
30 R?=0,9997 115 1 R? = 0,999
ol 95 -
20 | 75 -
2 15 = 55 1
12 : y= O’SOSBX +1,308 35 4 y = 14,891x + 3,3549
5) R® =0,9964 151— R? = 0,9993
1075 - 10 30 50 2 -5 2 4‘1 é ;3
-10 - -25 -
D-Xylose ®825muU 2-Desoxy-D-glucose © 66 mU
| 16,5muU m33mu
100 7y = 25, 329x + 7,8893 %1
y= : X+7, 5 y = 129,76x + 3,6548
80 + R®=0,9996 R? = 10,9971
60 40 -
> 40 | N 30
= =
20 -
20 | y=12,234x+3,4117 y=57,042x + 15862
2 10 1 R®=0,9976
‘ / ‘ ‘ R~ ‘ 7#
-1 20 9 1 2 3 4 ) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
- -10 7 ' ' ' ’ '
1/S 1S

Abbildung 64: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-S456H fiir D-Glucose, L-
Sorbose, D-Xylose und 2-Desoxy-D-glucose.
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D-Glucose ©23mU L-Sorbose @46 muU
mo2muU
m46mU
70 - ,
07 y=0,15x+0,6047 467\ =33635x+0417
- 2 _
60 R?=0,9993 36 4 R?=0,9992
50 |
40 | 26
2 30 =
20 | 16
y=0,0797x +0,3227 y=1,5184x + 0,2948
R? = 0,9997 R?=0,9969
504 250 350 450 g 4 9
1S 1S
2-Desoxy-D-glucose @ 185 mU
D-Xylose ® 46 mU W 370 mU
80 -
20 - w92 mU 0| y=454750+ 22811
y=2,8989x +0,7745 60 R? = 0,9998
i R%=0,999
15 : 50 |
104 > 40
> - 30 A
54 y=1,5074x + 0,4005 y = 24,605x + 1,3035
R?=0,9971 R' = 0,000t
y )
-1 1 3 5 7 -0, 12 1,7
5 - 118
1/S

Abbildung 65: Lineweaver-Burk-Diagramme
Sorbose, D-Xylose und 2-Desoxy-D-glucose.

D-Glucose ®50 muU
m25muU
60  _
y=1,0195x + 2,9682
50 - R?=0,0988
40
> 30 -
2
20
y=0,4923x + 1,6669
10 - A
R®=0,9997
T M T T T
-17_1; ] 10 30 50
1s
D-Xylose ® 80 mU
m48 muU
50 9y =12,91x+1,8092
40 | R?=0,9989
30
2 20 A 2
S =
10 y =7,4846x + 1,0605
R®=0,9991
oy
-1 1 2 3 4
-10 -
1S

von P20xB2H-S456N fiir b-Glucose, L-

L-Sorbose © 80 mU
m48muU
407 y=11,233x + 1,3484
35 1 R®=0,9989
30
25 -
= 20 -
= 15 4
10 4 y=6,3479x +0,7875
5 1 R?=0,9989
T o~ T j ‘ ‘
s 2 3 4
1s
2-Desoxy-D-glucose W 240 mU
® 120 mU
100

y = 47,079 + 1,7815
R? =0,9993

80
60
40
y = 25,805x + 0,9267
Rf =0,9992
0.2 13

1/S

Abbildung 66: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-S456C fiir D-Glucose, L-

Sorbose, D-Xylose und 2-Desoxy-D-glucose.
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D-Glucose ®15muU

31 mU L-Sorbose ® 31 muU
6 motm m62mu
7 y=0,4598x + 1,2043 200
7 1 2 y = 12,676x + 2,5776
R?=0,9985 o7
61 160 R? = 0,993
37 120
2 47 .
- 34 = 80

y=0,2267x+0,5681 y = 7,6854x + 1,432

% R?=0,9997 R? = 0,9997
= ; :
o ; ; ‘
-4 A4 6 1 16 2 40 8 13
1S s
D-Xylose ®41mu 2-Desoxy-D-glucose ® 124 mU
m62muU m62mU
75 7 y=11,167x + 2,4108 1:2 i y= 73,4267x +2,7643
65 R? = 0,9999 1 R®=0,99
55 1 100 -
45 - 80 |
> 35 z 60 |
= 25 -
15 y = 9,307x + 1,9552 40 +
] R? = 0,9902 y=40.700x + 16237
R?=0,9983
T s ] L 3 5 7 075, , 0,75 125 175
1S 1S

Abbildung 67: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-S456G fiir D-Glucose, L-
Sorbose, D-Xylose und 2-Desoxy-D-glucose.

D-Glucose ®4,4muU
m66mU 2-Desoxy-D-glucose @66 mU
14 7 y=1,3526x+ 3,0869 |33 mu
12 4 R®=0,9979 2507y = 61,625x + 2,2655
10 1 200 R? = 0,9997

150

v
1Iv

100

y = 37,069x + 1,6698
R? = 0,9995

y=0,7549x + 1,7691 50

R?=0,9962
‘ —0 ‘ ‘ ‘ ‘ 0

-3 A1, 1 3 5 7 0 1 2 3 4
1S 18

Abbildung 68: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-S456H-A590P fiir b-Glucose
und 2-Desoxy-D-glucose.
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2-Desoxy-D-glucose ® 127 mU
m63muU
207 y = 65,336x + 1,007
2 _
151 R? = 0,9994
10 1
2
2
5 y = 49,355x + 0,7629
R?=1
-0,05 0,05 0,1 0,15 02 0,25
54
1S

Abbildung 69: Lineweaver-Burk-Diagramm von P20xB2H-S456N-A590P fiir 2-Desoxy-
D-glucose.

2-Desoxy-D-glucose ®110muU
| 55mU
50 1 _
y = 102,64x + 0,987
40 - R? = 0,9999
30 A
2 20 -
10 y = 58,099x + 0,5484
R?=0,999
T 5 T T T T 1
0/ 0.1 02 03 04 05
-10 -

118

Abbildung 70: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-S456C-A590P fiir D-Glucose
und 2-Desoxy-D-glucose.

2-Desoxy-D-glucose ®29mU
W58 mU

85
y = 103,55x + 1,6311

2 _
65 R® = 0,9983

45

1v

25 4
y = 62,28x + 0,9956

R? = 0,9974

7‘ T T T
-0 0,1 0,3 0,5 0,7

118

Abbildung 71: Lineweaver-Burk-Diagramm von P20xB2H-S456G-A590P fiir 2-Desoxy-
D-glucose.
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D-Glucose ®11muU L-Sorbose ®11muU
22 mU m22muU
80 1 y=1,2787x+2,3383 y=29,831x+ 10,593
1 2 _
70 R’ =0,9998 180,  R=099%6
60 -
50 1 130
2 407 2
T304 T 801
201 =0,571x +0,9848
10 4 y=osrxr s, y=11,597x +3,5333
| ‘ _ R'=00087 R?=0,9981
-510 5 15 25 35 45 55 : 5 7 9 11 13
1/ 1S
D-Xylose ®22muU 2-Desoxy-D-glucose ® 13muU
m37muU W27 mU

50 1y=12,985x +4,5576 140 1 y=87,802x + 3,7052
401 RE=09982 120 R? = 0,9983
30 100 -
80
2 20

>
= 60
10 4 y=5,3937x+2,0106 40 -
P! R?=0,9969 20 4 y=34,861x + 1,8112

2 _
5 T T T ) R® =0,9987

= T T T
110 1 2 3 4 —OE,2_20 ] 03 08 13

1/S 1/s

Abbildung 72: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-S456H-N71Y fiir b-Glucose,
L-Sorbose, D-Xylose und 2-Desoxy-D-glucose.

2-Desoxy-D-glucose ® 33 mU
W66 mU

901 v=54926x+ 19636
R? = 0,9968

70 A

50 -

1v

30 4
y = 23,844x + 0,927
R? = 0,9981

:
0,140 0,35 0,85 1,35
1S

Abbildung 73: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-S456C-N71Y fir 2-Desoxy-
D-glucose.
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2-Desoxy-D-glucose ®12muU
W60 mU
250 4
y = 232,54x + 7,2606
200 - R? = 0,9992
150 +
5 100 + y = 41,463x + 1,2203

R? = 0,9987
50 -

-0,1 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
-50 -

1/

Abbildung 74: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-S456G-N71Y fiir 2-Desoxy-
D-glucose.

D-Glucose ®23muU L-Sorbose ® 46 mU
m 46 mU 92 mU

707y =92233x + 1,8225
60 R? = 0,9984

y=0,4745x + 1,4287
R?=0,9992

20 50
. 15 40
2 2 30
< 10 T
y= 0,22628x +0,8583 y = 4,0261x + 0,8195
o | R7=09993 R? = 0,9997
| ‘ ‘ ‘
55 15 35 55 R 3 5 7
1S 1S
2-Desoxy-D-glucose W48 mU
D-Xylose @ 46 mU ®32muU
92 mU 60 1
80 7 y=11,334x+1,7825 T i
y= : x+1, 50 4 R? = 0,9954
60 R*=0,9994 40 1
40 1 2 %07
2 - 20
20 1 v =4,9131x + 0,7584 10 1 y = 17,793 + 1,0694
2
R?=0,9996 o R7=099%
T T T : 1 T T T 1
15 05 25 45 6.5 03 4ol 02 07 12 v
-20 -
1/S
1S
D-Galactose ®61muU L-Arabinose ®61muU
o =123 mU m 123 mU
y=25,2165x+ 1,0697 255 7 y=1181,9x + 15,226
R?=0,9992 2 =
, | R®=0,9991
130 | 205
155 -
>
2 80 + 2 105
20 | y=12,593x +0,5378 55 1 y=54361x+7,0471
R =0,097 o R®=0,9982
! . . = T T T T
1.0720 - 10 3,0 5,0 -0,0345 | 0,02 0,07 0,12 0,17

1S 1/s

Abbildung 75: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-S456N-N71Y fur D-Glucose
L-Sorbose, D-Xylose, 2-Desoxy-D-glucose, D-Galactose und L-Arabinose.
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L-Sorbose ©25muU
D-Glucose ®36muU vy
m73muU 1409 y=9,5165x + 1,6881
2 _
45 - y=0,105x + 0,7808 120 R?=0,9985
R?=0,9987 100 4
35 o]
2
s 251 o |
- 15 n 40 4
y=0,0791x + 0,6725 2 | y= 5214709022
? = R"=0,9983
R®=0,9995 . | |
0 5 10 15
-50- 50 150 250 350 450 e
1S
D-Xylose ®35muU
m25muU
170 7 y=13,222x+2,2378
140 R?=0,998
110
2 80
50
y=3,9312x+0,7517
‘ R?=0.996
2 3 8 13

118

Abbildung 76: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-M164Q fiir D-Glucose, L-
Sorbose, und D-Xylose.

L-Sorbose ®17muU
y ® 17 mU
p-Glucose o o7y
y = 10,907x + 0,914
y=0,9052x + 1,7238 451 R? = 0,9996
2201 R’ =0,9968
35 1
17,0 4
25
> 12,0 4 2
2
70 | 15 4
y=0,4813x + 0,8471 y = 6,6426x + 0,5364
2
20 4 R®=0,9973 R? = 0,988
/3 0. 5 15 25 4 75 2 3 4 5 6 7
1/S 1/S
D-Xylose 27 mu
W54 mU
357 y=092674x+1,1377
2 _
. R? = 0,9996
25 1
20 4
2 15

y = 3,7457x + 0,4656
R? = 0,9988

2 25 3 3,5

Abbildung 77: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-Mut1 fiir b-Glucose, L-
Sorbose, und D-Xylose.



168 Anhang

D-Glucose ®12muU L-Sorbose ® 19 mU
m19muU m13muU
257 y=0,25x + 0,403 207 y=52386x+0,6278
R%=0,9991 R?=0,9991
2,0
15 4
1,5 1
10 4
2 1,0 - 2
51
05 3 y=0,1247x+0,1918 y=3,2627x + 0,3886
R?=0,0952 » R®=0,9989
00 . . . . i (., i i i !
2 2 4 6 8 -0, 0,5 15 25 35
0,5 - 5
1S s
D-Xylose ® 13 muU
m19mU

y =4,9582x + 0,7214
R? = 0,9991

v

y = 3,0525x + 0,4635
R? = 0,9991

0%2 J 0,5 15 25 35

1S

Abbildung 78: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-Mut2 fiir D-Glucose, L-
Sorbose, und D-Xylose.

D-Glucose ®33mU L-Sorbose ® 125 mU
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R?=0,995 R? = 0,9954
T ‘ ‘ ~ Y
-3 2 7 12 T T 1
5 4 1,60720 3,00 5,00 7,00
1Is 18
D-Xylose ® 125 muU
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y=4,6702x + 0,643
R?=0,9997

y=2,2534x + 0,2906
R? = 0,9994

15 1 3 5 7

Abbildung 79: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-Hydro1 fiir D-Glucose, L-
Sorbose und D-Xylose.
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D-Glucose

L-Sorbose

®22muU e83muU
W44 mU m44mu
401 y=
%571 )= 05663x+ 07971 y=70447x+0705
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25 1 ' 30 -
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D-Xylose ©88mU
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80 7 y=77247x+0,9259
25 | R®=0,9999
20 -
15 4
2
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5 y = 3,4843x + 0,4924
R?=0,9992
v
—R : ‘ : ‘
05 | 05 15 25 35
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Abbildung 80: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-Hydro2 fiir b-Glucose, L-

Sorbose und D-Xylose.

D-Glucose ©30muU L-Sorbose ® 30 mU
m15mU m20mu
14 1 y=0,9463x + 0,8467 120 y = 17,474 + 1,1451
121 RP=09993 100 R’ =0,9992
10 80
8 |
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- 40
4
y = 11,444 + 0,729
=0,3994x + 0,3754
2 1 yEREI R?=0,9999
s R®=0,9983 ‘ : ‘
- ; : ‘
2 2 3 8 13 -1 20 3 5 7
1S 1S
D-Xylose ® 30 mU
W20 mU
60 y = 16,622 + 2,4657
50 - R? = 0,9997
40
30
2
- 20 A
10 1 y = 11,354x + 1,7447
2 _
05 40 | 05 15 25 35
1Us

Abbildung 81: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-Hydro3 fiir b-Glucose, L-

Sorbose und D-Xylose.
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D-Glucose 30 mt L-Sorbose ®80muU
m40ml m40mU
97 y=0,2886x+0,4682 457 y=6,1618x+1,4237
8 1 R? =0,9992 407 R?=0,9993
7 A 35
6 - 30 A
5 1 25 1
2 41 2 20 -
3 15 -

21 y=0,1207x + 0,2286 y=2,577x+0,6031
1 R?=0,9995 R?=0,9993
314 2 7 12 17 22 2; - 5 7
1s 118

D-Xylose ®30muU

W40 mU

y=7,9039x + 1,6772
23 R? = 0,9998

1v

y = 3,2075x + 0,7161
R? = 0,9977
‘

-0,5 0,5 1,5 2,5 3,5

Abbildung 82: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-Hydro4 fiir D-Glucose, L-
Sorbose und D-Xylose.

D-Glucose ®32muU L-Sorbose 21 muU
m21muU m32muU
07 = 05336x+ 0,9443 160 7y = 47,055x + 8,5819
50 - R? = 0,0999 140 1 R?=0,0987
120
40 100 1
30 1 80 -
2 2 50 1 y=28,8838x + 1,7564
20 7 R?=0,0984
y=0,3169x + 0,5408 40
R? = 0,9998 20 K'/./J
9, 50 70 % 41720 4 1 2 3 4
s 1S
D-Xylose ®32muU

W64 mU

y=14,151x + 2,0109
R? = 0,9994

v
w
o

y = 4,8644x + 0,6728
R? = 0,9999
5 ‘ ‘ ‘
] 2 4 6

Abbildung 83: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-Hydro6 fiir D-Glucose, L-
Sorbose und D-Xylose.



Anhang

v

1v

D-Glucose

®12mu L-Sorbose e7mu
25 - |18 mU |18 mU
y= (;;‘63;;'915:81 2 57 y=11,249x+ 08202
20 A =5 2=
0 35 R? = 0,9994
15
25
10 | 2
15
5 1 y=0,3109x + 0,7927
R?=0,999 y = 7,5815x + 0,5515
—~ ; : = R? = 0,9997
-1/ 10 30 50 ‘ ‘
5 - 3 4
1S 1S
D-Xylose =18 muU L-Arabinose ® 18 muU
5 - e7mu 250 A72mU
y=146x+1,1387 y=83217x+27,73
40, Rf=09992 2001  R?=0,9931
30 1 150 -
20 2 100
107 V=5.2774x+ 04179 50 - = 182,35+ 6,039
2 /] R?=0,9933
: ‘ R1=09997 ‘ i ‘ ‘ ‘ ‘
1 2 3 4 -0,07 0,02 0,12 0,22 0,32 0,42
10 50 -
s 1S
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Abbildung 84: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-epVIA4 fiir bD-Glucose, L-
Sorbose, D-Xylose, L-Arabinose, D-Galactose und 2-Desoxy-D-glucose.
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1v

y=

D-Glucose ©20muU

B 13 muU
0,5609x + 1,1552
R?=0,9999

y=0,3659x + 0,776
R?=0,9991
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100 +

1v

y=17,24x+0,8973
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D-Xylose ©20muU
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R?=0,9996
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® 40 mU
|20 mU
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y=59,672x + 10,356
R?=0,9977

y =26,203x + 4,992
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Abbildung 85: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-epVIB2 fiir bD-Glucose, L-
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Sorbose, D-Xylose, L-Arabinose, D-Galactose und 2-Desoxy-D-glucose.
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L-Sorbose ®14muU
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Abbildung 86: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-T169G fur D-Glucose, L-
Sorbose, D-Xylose, L-Arabinose und D-Galactose.
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D-Glucose ®45muU L-Sorbose ®45mU
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Abbildung 87: Lineweaver-Burk-Diagramme von P20xB2H-T169S fur D-Glucose, L-
Sorbose, D-Xylose, L-Arabinose und D-Galactose.
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4 Reinigungstabellen

Soweit nicht anders angegeben beziehen sich die Reinigungstabellen auf eine

Schuttelkultur von 250 ml Komplexmedium im 1 L-Erlenmeyerkolben. Die Aktivitats-

bestimmungen erfolgten mit dem ABTS-Standardtest mit D-Glucose als Substrat (vgl.

Kapitel 1119).

Tabelle 57: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456H-N71Y

Gesamtaktivitst Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 122 142 0,9 100 1

Hitzefallung 33 55 0,6 27 0,7

Ni-Sepharose 32 2,2 14,5 26 17
Tabelle 58: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456N-N71Y

Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

) [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 150 188 0,8 100 1

Hitzefallung 61 62 1,0 41 1,2

Ni-Sepharose 58 2,3 25,4 39 32
Tabelle 59: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456C-N71Y

Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 190 198 0,96 100 1

Hitzefallung 102 105 0,97 54 1

Ni-Sepharose 80 3,5 22,7 42 24
Tabelle 60: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456G-N71Y

Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 90 172 0,5 100 1

Hitzefallung 20 72 0,3 22 0,5

Ni-Sepharose 18 1,9 9,5 20 18
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Tabelle 61: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456H-A590P

Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung
(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]
Rohextrakt 38 174 0,2 100 1
Hitzefallung 34 116 0,3 89 1,3
Ni-Sepharose 20 1,5 13,3 52 60
Tabelle 62: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456N-A590P
Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung
(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]
Rohextrakt 104 185 0,6 100 1
Hitzefallung 78 109 0,7 75 1,3
Ni-Sepharose 38 2,7 14,0 36 25
Tabelle 63: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456C-A590P
Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung
(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]
Rohextrakt 132 97 1,4 100 1
Hitzefallung 144 44 3,3 109 2
Ni-Sepharose 66 2,7 24,9 50 18
Tabelle 64: Reinigungstabelle der P20xB2H-S456G-A590P
Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung
(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]
Rohextrakt 63 113 0,6 100 1
Hitzefallung 63 78 0,8 100 1,4
Ni-Sepharose 35 1,7 20,6 56 37
Tabelle 65: Reinigungstabelle der P20xB2H-T169A
Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung
(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]
Rohextrakt 0,3 101 0,003 100 1
Hitzefallung 0,3 89 0,003 97 1,1
Ni-Sepharose 0,2 1,2 0,17 67 58
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Tabelle 66: Reinigungstabelle der P20xB2H-T169G

Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung
(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]
Rohextrakt 16 106 0,2 100 1
Hitzefallung 15 84 0,2 94 1,2
Ni-Sepharose 8,3 1,5 5,7 52 38
Tabelle 67: Reinigungstabelle der P20xB2H-T169S
Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung
) [mg] [U/mg] [%] [-fach]
Rohextrakt 12 112 0,1 100 1
Hitzefallung 10 77 0,1 83 1,2
Ni-Sepharose 5,2 1,4 3,8 43 35
Tabelle 68: Reinigungstabelle der P20xB2H-Mut1
Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung
) [mg] [U/mg] [%] [-fach]
Rohextrakt 95 146 0,7 100 1
Hitzefallung 87 57 1,5 92 2,3
Ni-Sepharose 80 3,6 22,5 84 35
Tabelle 69: Reinigungstabelle der P20xB2H-Mut2
Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung
(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]
Rohextrakt 79 132 0,6 100 1
Hitzefallung 72 58 1,3 91 21
Ni-Sepharose 56 3,9 14,4 71 24
Tabelle 70: Reinigungstabelle der P20xB2H-Hydro1
Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung
(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]
Rohextrakt 78 102 0,8 100 1
Hitzefallung 63 98 0,6 81 0,8
Ni-Sepharose 50 1,35 37,0 64 48
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Tabelle 71: Reinigungstabelle der P20xB2H-Hydro2

Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 63 99 0,6 100 1

Hitzefallung 55 82 0,7 87 1,1

Ni-Sepharose 53 2.1 24,9 84 39
Tabelle 72: Reinigungstabelle der P20xB2H-Hydro3

Gesamtaktivitit Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 31 105 0,3 100 1

Hitzefallung 23 93 0,2 74 0,8

Ni-Sepharose 18 1,8 10,1 58 34
Tabelle 73: Reinigungstabelle der P20xB2H-Hydro4

Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 80 122 0,7 100 1

Hitzefallung 70 89 0,8 88 1,2

Ni-Sepharose 48 3,0 15,9 60 24
Tabelle 74: Reinigungstabelle der P20xB2H-Hydro6

Gesamtaktivitdt Gesamtprotein  Spez. Aktivitat Ausbeute  Anreicherung

(U] [mg] [U/mg] [%] [-fach]

Rohextrakt 83 130 0,6 100 1

Hitzefallung 75 92 0,8 90 1,3

Ni-Sepharose 48 3,3 14,4 58 23
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5 Abkurzungsverzeichnis

A Differenz

AE Extinktionsdifferenz

Mg Mikrogramm

l Mikroliter

uM Mikromolar

uS Mikrosiemens

A Adenin oder Alanin

A Angstrém

ABTS 2,2’-Azino-bis(3-ethyl-
benzathia-
zolin-6-sulfonsaure)

Ala Alanin

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

Arg Arginin

Asn Asparagin

Asp Asparaginsaure

AU (a.u.) Absorptionseinheiten

BCA Bicinchoninsaure

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

Bzgl. Beziglich

C Cystein oder Cytosin

°C Grad Celsius

Cm Zentimeter

CIA Chloroform-lsoamylalkohol

C-Terminus Carboxylterminus

cv Column volume
(Saulenvolumen)

Cys Cystein

D Asparaginsaure

Da Dalton

DC Dunnschichtchromatographie

dATP Desoxyadensintriphosphat

dNTP’s Desoxyribo
nukleotidtriphosphat

deion. Deionisiert

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

HZOdeion
HZOdd

DMF
DMSO
DNA
DNase
DTT

E. coli
EDTA
EtOH
€

F

f oder for
FAD

g

G

Gin
Glu
Gly

H/ His
HiSG
HPLC

I/ lle
IBs

IEF
IP, pl
IPTG

Kan
kb
kbp

deionisiertes Wasser
deionisiertes, destilliertes,
autoklaviertes Wasser
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Dithiothreitol
Glutaminsaure
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Ethanol
Extinktionskoeffizient
Phenylalanin

forward (Primerrichtung)
Flavin-Adenin-Dinukleotid
Gramm

Guanin oder Glycin
Glutamin

Glutaminsaure

Glycin

Stunde

Histidin
Poly(6)-Histidin-Rest
High Performance Liquid
Chromatography
(Hochleistungsflissig-
chromatographie
Isoleucin

Inclusion bodies
(Proteinaggregate)
isoelektrische Fokussierung
isoelektrischer Punkt
Isopropylthiogalactosid
Lysin

Kanamycin

Kilobasen

Kilobasenpaare
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Kecat turnover number PCIA Phenol-Chloroform-Isoamyl-
(Wechselzahl) alkohol
kDa Kilodalton PCR Polymerase chain reaction
Kn Michaelis-Menten-Konstante Phe Phenylalanin
L Liter POD Peroxidase
L/ Leu Leucin P20x Pyranose-2-Oxidase
LB Lauria-Bertani pmol Picomol
Lsg Lésung Q Glutamin
Lys Lysin R Arginin
M Molar o. Methionin r oder rev reverse (Primerrichtung)
mA Milliampere rDNA ribosomale DNA
MALDI Matrix Assisted Laser RNA Ribonukleinsaure
Desorption/ lonisation RNase Ribonuklease
mAU Milliabsorption Units rem Umdrehungen pro min
TBS Tris-bufferd-saline RT Raumtemperatur
MetOH Methanol S/ Ser Serin
Met Methionin s/ sec Sekunde
mg Milligramm SDS Natriumdodecylsulfat
min Minuten T/ Thr Threonin
mi Milliliter TBE Tris-Borat-EDTA
mm Millimeter TCA Trichloressigsaure
mM Millimolar TE Tris-EDTA
MS Massenspektrometrie TEMED N’'N’N’,N’-Tetramethyl-
Mw molecular weight Ethylendiamin
Mut Mutation TOF time of flight (Flugzeit-
m/z Masse/Ladung Massenspektrometer)
N Asparagin Tm Schmelztemperatur
NaAc Natriumacetat Tris Tris(hydroxymethyl)-
NBT 4-Nitro-Blau- Amino-Methan
Tetrazoliumchlorid Trp Tryptophan
n. b. nicht bestimmbar Tyr Tyrosin
nm Nanometer U Unit (Enzymeinheit)
nmol Nanomol uv Ultraviolett
N-Terminus Aminoterminus viv Volumen pro Volumen
oD Optische Dichte X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-
ORF open reading frame Indolyl-B-D-Galactopyranosid
P/ Pro Prolin Vv Volt oder Valin
PAGE Polyacrylamid Val Valin
gelelektrophorese Vis visible (UV/Vis-Spektren)
PBS Phosphate buffered saline w Tryptophan
Y Tyrosin
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